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(57) Abstract 



A polypeptide (8F4 molecule) with a T-cell costimulating biological activity is disclosed, as well as monoclonal antibodies against 
said 8F4 molecule and hybridoma cells which produce the monoclonal antibodies, the use as medicaments of substances which inhibit the 
biological activity of the disclosed 8F4 polypeptide, in particular monoclonal antibodies, natural or synthetic ligands, agonists or antagonists 
in particular for preventing or treating diseases which involve the immune system, the use of said 8F4 molecule or cells containing said 8F4 
molecule as medicaments, in particular for preventing or treating diseases which involve the immune system, and the use of substances which 
specifically recognise the disclosed polypeptide, in particular monoclonal antibodies, natural or synthetic ligands, agonists or antagonists 
for diagnosing diseases which involve the immune system. ' 



^KETNUMBER.709181-999261 



Die Erfindung betrifft ein Polypeptid (8F4-MolekUl) mit der biologischen AktivitMt der Ko-Stimulation von T-Zellen. Weiterhin 
betrifft die Erfindung monoklonale Antik6rper gegen das 8F4-Molekiil und Hybridomzellen, die die monoklonalen Antikorper herstellen. 
Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung von Substanzen, die die biologische Aktivitat des erfindungsgemaMJen Polypeptids 8F4 
hemmen, insbesondere monoklonale Antikfirper, natlirliche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten, als Arzneimittel, 
insbesondere zur Vorbeugung oder Therapie von Erkankungen, an denen das Immunsystem beteiligt ist. Femer betrifft die Erfindung 
die Verwendung des 8F4-Molekuls oder von Zellen, die das 8F4-Moleklll enthalten, als Arzneimittel, insbesondere zur Vorbeugung oder 
Therapie von Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteiligt ist. Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung von Substanzen, 
die das erfindungsgemftfie Polypeptid spezifisch erkennen, insbesondere monoklonale Antikorper, natOrliche oder synthetische Liganden, 
Agonisten oder Antagonisten, zur Diagnose von Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteiligt ist. 
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Ko-stimulierendes Polypeptid von T-Zellen, monoklonale Antikorper sowie 
die Herstellung und deren Venvendung 

5 Die Erfindung betrifft ein Polypeptid (8F4-Molekiil) mit der biologischen Aktivitat der Ko- 
Stimulation von T-Zellen. Weiterhin betrifft die Erfindung monoklonale Antikorper gegen das 
8F4-Molekul und Hybridomzellen, die die monoklonalen Antikdrper herstellen. Ferner 
betrifft die Erfindung die Venvendung von Substanzen, die die biologische Aktivitat des 
erfindungsgemaBen Polypeptids 8F4 hemmen, insbesoridere monoklonale Antikdrper, 

10 naturliche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten, als Arzneimittel. 
Insbesondere betrifft die Erfindung die Venvendung dieser Substanzen zur Vorbeugung oder 
Therapie von Erkrankungen an denen das Immunsystem beteiligt ist, insbesondere zur 
Behandlung von Autoimmunkrankheiten und zur Verhinderung der AbstoBungsreaktionen bei 
Organtransplantationen. Ferner betrifft die Erfindung die Venvendung des 8F4-Molekuls oder 

15 von Zellen, die das 8F4-Molekiil enthalten, als Arzneimittel, insbesondere zur Vorbeugung 
oder Therapie von Erkrankungen an denen das Immunsystem beteiligt ist, insbesondere zur 
Behandlung von Krebserkrankungen, Aids, Asthmaerkrankungen oder chronischen viralen 
Erkrankungen wie HCV- oder HBV-Infektionen. Weiterhin betrifft die Erfindung die 
Venvendung von Substanzen, die das erfindungsgemaBe Polypeptid spezifisch erkennen, 

20 insbesondere monoklonale Antikdrper, naturliche oder synthetische Liganden, Agonisten oder 
Antagonisten, zur Diagnose von Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteiligt ist. 
Insbesondere betrifft die Erfindung die Diagnose mittels eines ELISA-Nachweises, einer 
DurchfluBzytometrie, eines Western Blot, eines Radioimmunnachweises, einer Nephelometrie 
oder einer histochemischen Anfarbung. 



T-Lymphozyten erkennen ihr Antigen, das von "Antigen-prasentierenden Zellen", z.B. 
dendritischen Zellen, B-Zellen und Makrophagen, dargeboten wird, durch ihren T-Zell- 
Rezeptor. Die Erkennung des Antigens durch den T-Zell-Rezeptor alleine aber reicht in den 
meisten Fallen nicht aus, urn T-Lymphozyten ausreichend zu aktivieren. Hierzu bedarf es der 
30 zusatzlichen, gleichzeitigen Stimulation (nachfolgend auch "Ko-Stimulation" genannt) durch 
andere Rezeptormolekule auf der OberfUche der T-Lymphozyten. Eines dieser 
Rezeptormolekule ist der sogenannte CD28-Rezeptor, der durch das ko-stimulierende 
Molekiil B7 stimuliert wird. Werden diese "ko-stimulatorischen" Molekule, z.B. CD28, 
wirksam, so erreicht die Aktivierung der T-Zellen nach der Erkennung des Antigens durch 
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den T-Zell-Rezeptor ein ausreichendes Niveau. Nach einer solchen vollstfindigen Aktivierung 
exprimiert die T-Zelle zusatzliche Molekiile, z.B. CD25, CD69, CD71, auf der Oberfliche 
und synthetisiert zahlreiche Zytokine, z.B. IL-2 und IFN-y, welche die Funktion von 
Botenstoffen haben. Sowohl diese zus&tzlichen Oberflachenmolekule wie auch die Zytokine 

5 dienen dem Informationsaustausch der T-Zelle mit anderen Zellen des Immunsystems. Durch 
die zus&tzlichen Oberflachenmolekule und die Zytokine lenken die aktivierten T-Zellen die 
gesamte Antigen-spezifische Immunabwehr. Auf diese Weise wird sowohl die Generiening 
von zytotoxischen Zellen ("Killerzellen") wie auch die Generiening von Antigen-spezifischen 
Antikdrpern durch B-Zellen gesteuert. Zytotoxische Zellen wie auch die spezifisch gebtldeten 

10 Antikorper eliminieren virale oder bakterielle Erreger, welche in den Kdrper eindringen. In 
einigen Fallen kommt es jedoch zu einem Uberschieflen der Immunreaktion und das 
Immunsystem richtet sich gegen die eigenen Kdrperzellen. Das fuhrt zum Auftreten von 
"Autoimmunerkrankungen", z.B. zu rheumatoider Arthritis, Morbus Bechterew, Sjdgren- 
Syndrom, Colitis ulcerosa, u.a. Einer der wesentlichen Orte der Kooperation zwischen 

15 Antigen-aktivierten T-Zellen und anderen Zellen des Immunsystems sind die sekundaren 
lymphatischen Organe, darunter die Tonsillen. Hier werden die T-Lymphozyten durch das 
von dendritischen Zellen prasentierte Antigen aktiviert, hier interagieren T-Lymphozyten mit 
B-Zellen. Aufgrund dieser lnteraktion sezernieren B-Zellen nach mehreren Zwischenstufen 
der Differenzierung Antigen-spezifische AntikQrper vom IgM- und IgG-Typ. 



Das am besten charakterisierte und bisher mit wirksamste ko-sttmulatorische Molekul ist das 
CD28-Oberflachenmolekul (nachstehend CD28-Rezeptor oder CD28 genannt), das auf einem 
groBen Teil der T-Zellen konstitutiv exprimiert wird. In vitro fuhrt die Ko-Stimulation durch 
CD28 nach Erkennung des Antigens durch den T-Zell-Rezeptor zu einer sehr starken 

25 Erhohung der Zytokin-Sekretion von z.B. IL-2 und IFN-y wie auch zu einer deutlichen 
Heraufregulation der Expression von Zelloberflachen-Molekulen wie CD25, CD69, CD71, 
welche fur die lnteraktion der T-Zellen mit anderen Immunzellen, z.B. B-Lymphozyten, 
notwendig sind; vgl. Chambers und Allison, Current Opinion in Immunology 9 (1997), 396- 
404. Durch die Ko-Stimulation uber den CD28-Rezeptor laBt sich des weiteren die 

30 Proliferation der T-Lymphozyten deutlich steigern. Auch wird durch die Ko-Stimulation iiber 
den CD28-Rezeptor die T-Zell-Steuerung der B-Lymphozyten-Funktion so optimiert, daB es 
zu einer erhohten Sekretion von Antikorpern kommt 

Wenn die Funktion des CD28-Rezeptors aufgehoben wird, kommt es zu einer drastischen 
FunktionseinbuBe der Immunabwehr. Das kpnnte anhand einer transgenen Maus gezeigt 
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werden, in der das CD28-Gen durch homologe Rekombination zerstfcrt wurde (ein 
sogenannter "CD28-knock-out tf ). Die auf diese Weise gestbrte Aktivierung der Antigen- 
spezifischen T-Zellen fiihrt zu einer fehlenden Ko-Stimulation. Diese wiederum fiihrt zu einer 
Stoning der T-Zell-Funktion, d.h. zu einer verminderten Proliferation der T-Zellen und zu 

5 einer drastisch verminderten Synthese verschiedener Zytokine. Die fehlende Ko-Stimulation 
fiihrt letztendlich zu einer verminderten Funktion der Antigen-spezifischen Immunabwehr. So 
wird u.a. durch das Fehlen von CD28 die Bildung Antigen-spezifischer IgGl- und IgG2- 
Antikorper durch B-Lymphozyten auf 10% des Normwertes reduziert; vgl. Shahinian et al., 
Science 262 (1993), 609-612; Lucas et al. Journal of Immunology 154 (1995), 5757- 

10 5768.t)ber eine Ko-Stimulation durch CD28 kann man in vitro auch das Eindringen des Aids- 
Vinis in T-Lymphozyten verhindern; vgl. Riley et al., Journal of Immunology 158 (1997), 
5545-5553. Entsprechende Versuche sind in vivo noch nicht durchgefuhrt worden. 
Bekanntlich schaltet CD28 viele Zytokin-Gene an, die in vivo zu erheblichen 
Nebenwirkungen fuhren konnen. Die Blockade der Rezeptoren von CD28 durch ein iGsliches 

15 CTLA-4-Immunglobulin-Molekul ist im Affenmodell erfolgreich eingesetzt worden, um die 
AbstoBung von transplantierten Nieren zu verhindern. Hierbei wurde CTLA-4 in 
Kombination mit einem Antikdrper gegen das CD40-Liganden-Molekul eingesetzt worden; 
vgl. Kirk et al, Proc. Natl Acad. ScL USA 94 (1997) 8789-8794. Die Blockade der CD28- 
Rezeptoren betrifft jedoch samtliche T-Lymphozyten und nicht nur die bereits aktivierten, da 

20 CD28 auf T-Lymphozyten konstitutiv exprimiert wird. 

Es besteht somit ein Bedarf an einem ko-stimulierenden Oberflachenmolekul, das nur auf 
aktivierten T-Lymphozyten exprimiert wird. Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, 
ein Oberflachenmolekul auf aktivierten T-Zellen, das eine starke ko-stimulatorische Wirkung 
25 auf zentrale Funktionen der T-Lymphozyten aufweist, bereitzustellen. Eine weitere Aufgabe 
der Erfindung ist es, Substanzen, z.B. monoklonale Antikdrper gegen das ko-stimulatorische 
Oberflachenmolekul, natQrliche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten des 
Oberflachenmolekuls bereitzustellen. 

30 In einer ersten Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung ein Polypeptid mit der biologischen 
Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen, charakterisiert dadurch, daB a) das Polypeptid auf 
aktivierten CD4 + - und CD8 + -T-Lymphozyten, aber nicht auf ruhenden oder aktivierten B- 
Zellen, Granulozyten, Monozyten, NK-Zellen (naturliche Killerzellen) oder dendritischen 
Zellen vorkommt, und b) das Polypeptid ein Dimer ist, wobei das Polypeptid ein 
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Molekulargewicht von etwa 55 bis 60 kDa (Kilodalton) hat, bestimmt in einer nicht 
reduzierenden Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), und 
wobei die zwei Polypeptidketten des Polypeptids ein Molekulargewicht von etwa 27 kDa und 
etwa 29 kDa haben, gemessen in einer reduzierenden SDS-PAGE. 



Das erfmdungsgemaBe Polypeptid (nachstehend auch 8F4-Molekiil oder 8F4 genannt) wird 
erst nach Aktivierung der T-Lymphozyten exprimiert, und zwar sowohl auf CD4 + - wie auch 
auf CD8 + -T-Zellen. In einer nicht reduzierenden SDS-PAGE weist das 8F4-Molekul ein 
Molekulargewicht zwischen etwa 55 und 60 kDa (Kilodalton) auf. Das 8F4-Molekul ist aus 

10 zwei Peptidketten zusammengesetzt, wobei die beiden Peptidketten in einer reduzierenden 
SDS-PAGE ein Molekulargewicht von etwa 27 und etwa 29 kDa aufweisen. Histologisch 
kann man das 8F4-Antigen auf aktivierten T-Lymphozyten im lymphatischen Gewebe der 
Tonsillen und Lymphknoten eindeutig nachweisen, insbesondere in Keimzentren, dem Ort der 
Interaktion von T-Lymphozyten und B-Lymphozyten bei der Generierung von Antikdrpern. 

15 Ex vivo isolierte tonsillare T-Zellen sind zu etwa 50-80% positiv fur das 8F4-Antigen und 
weisen Zeichen einer fortgeschrittenen Aktivierung auf Das 8F4-Molekiil ist auf ruhenden 
oder aktivierten B-Zellen, Granulozyten, Monozyten, NK-Zellen und dendritischen Zellen 
nicht nachweisbar. 

20 Eine wichtige biologische Aktivitat des 8F4-Molekiils ist seine ko-stimulierende Aktivitat von 
T-Lymphozyten. Die ko-stimulierende Aktivitat kann bestimmt werden nach Linsley, et al., 
Journal of Experimental Medicine 176 (1992), 1595-604. Die ko-stimulierende Aktivitat des 
8F4-Molekuls ahnelt der ko-stimulierenden Aktivitat des CD28-Molekiils, welches als 
zentrales Verstarkungselement der Antigen-Erkennung durch das Immunsystem identifiziert 

25 worden ist. Das 8F4-Molekul unterscheidet sich jedoch in vielen Aspekten von CD28. So 
muB die Expression des 8F4-Molekuls auf der Oberflache der T-Zellen erst induziert werden, 
wahrend CD28 konstitutiv exprimiert wird. Auch in der Funktion sind deutliche Unterschiede 
nachweisbar: Die Ko-Stimulation uber CD28 fuhrt zur Uberexpression zahlreicher 
Lymphokine, u.a. des Interleukin-2 (IL-2). Auch die Ko-Stimulation uber 8F4 fuhrt zu einer 

30 verstarkten Sekretion von Lymphokinen, nicht jedoch des IL-2. Somit unterscheidet sich die 
ko-stimulatorische Aktivitat des 8F4-Molekuls von der Aktivitat des CD28-MoIekuls. Da die 
Stimulation uber 8F4 nicht alle Zytokin-Gene anschaltet, ist eine Ko-Stimulation uber 8F4 in 
vivo vorteilhaft, z.B. gegeniiber einer Ko-Stimulation uber den CD28-Rezeptor. Auch 
unterscheidet sich die Induktion, die Expression, der Expressionsort und die Funktion des 
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8F4-MolekuIs von alien anderen bekannten ko-stimulatorisch wirksamen Molekulen. 

Bei dem erfindungsgemaBen 8F4-Molekul handelt es sich um ein neues Oberflachenmolekiil 
auf aktivierten T-Zellen, das eine starke ko-stimulatorische Wirkung auf zentrale Funktionen 
5 der T-Lymphozyten aufweist. Die Expression in vivo deutet u.a. auf eine wesentliche 
Beteiligung des 8F4-Molekiils an der Kooperation von T-Zellen mit anderen Zellen des 
Immunsystems wie B-Zellen oder dendritischen Zellen im Rahmen der humoralen und 
zellul&ren Immunabwehr gegen Viren und Bakterien hin. 

10 Nach Expression hat das 8F4-Molekiil in vitro eine starke ko-stimulatorische Wirkung auf 
verschiedene Funktionen der T-Lymphozyten: 

1 . Deutliche Verstarkung der Proliferation von T-Lymphozyten. 

2. Deutliche Verstarkung der Synthese bestimmter Zytokine durch die T-Lymphozyten. 

15 3. Stark erhdhte Expression von Steuerungs-Molekulen, z.B. Oberfl&chenmolekule und 
Zytokine, auf und in T-Lymphozyten. 
4. Deutliche Verbesserung der T-Zell-induzierten Antikorper-Bildung (IgM und IgG) 
durch B-Zellen. 

20 Die vorliegende Erfindung stellt weiterhin bereit, ein Polypeptid mit der biologischen 
Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen und mit einer Aminosauresequenz, die mindestens 
40% Homologie mit der 199 Aminos&uren umfassenden Sequenz in Fig. 15 (SEQ ED NO:2) 
aufweist, oder ein biologisch aktives Fragment oder ein Analogon davon. Ein biologisch 
aktives Fragment oder Analogon ist ein Fragment oder Analogon, das ebenfalls eine ko- 

25 stimulatorische Wirkung auf T-Zellen-Lymphozyten zeigt oder zumindest im Sinne einer 
Blockade eine biologische Wirkung entfaltet. Bevorzugt ist ein Polypeptid oder ein biologisch 
aktives Fragment oder Analogon davon, das mindestens 60% Homologie mit der 199 
Aminosauren umfassenden Sequenz in Fig. 15 (SEQ ID NO:2) aufweist. In einer besonders 
bevorzugten Ausfuhrungsform umfaBt das erfindungsgem&Be Polypeptid eine 

30 Aminosauresequenz, die mindestens 80% Homologie mit der 199 Aminosauren umfassenden 
Sequenz in Fig. 15 (SEQ ID NO:2) aufweist oder ein biologisch aktives Fragment oder 
Analogon davon. 

Insbesondere bevorzugt ist ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation 
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von T-Zellen und umfassend eine Aminosauresequenz gemafl Fig. 15 (SEQ ID NO:2), oder 
ein biologisch aktives Fragment oder ein Analogon davon. 

Die Erfindung schliefit ein allele-Varianten, Fragmente und Analoga von dem 8F4-Molekul. 

5 Diese Varianten schlieBen ein naturlich vorkommende allele- Varianten, Substitutionsanaloga, 
in denen eine oder mehrere Aminosauren substituiert worden sind mit verschiedenen 
Aminosauren, Substitutionsanaloga, in denen eine oder mehrere Aminosauren substituiert 
worden sind mit verschiedenen Aminosauren, Deletionsanaloga, in denen eine oder mehrere 
Aminosauren deletiert worden sind und Additionsanaloga, bei denen eine oder mehrere 

10 Aminosauren hinzugefiigt worden sind. Deletion und Addition von einer oder mehreren 
Aminosauren konnen entweder an einer internen Region des Polypeptids oder an dem Amino- 
oder Carboxyterminus gemacht werden. 

Erfindungsgemafle Polypeptide, fusioniert zu hetrologen Polypeptide^ werden ebenfalls 
15 umfaBt. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform bezieht sich die Erfindung auf DNA-Sequenzen, die ein 
erfindungsgemafies Polypeptid oder ein biologisch aktives Fragment oder Analogon davon 
kodieren. 

20 

Diese DNA-Sequenzen schlieBen die Sequenz gemaB SEQ ID NO:l (Fig. 16) genauso wie 
allele- Varianten, Fragmente, und Analoga mit biologischer Aktivitat ein. 

Bevorzugt ist eine DNA-Sequenz kodierend ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat der 
25 Ko-Stimulation von T-Zellen, wobei die Sequenz ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend 
aus: 

a) der DNA-Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1 (Fig. 16) und ihren komplementaren Strang 

b) DNA-Sequenz, hybridisierend mit den Sequenzen in (a) und 

c) DNA-Sequenzen, die aufgrund der Degeneration des genetischen Codes mit den Sequenzen 
30 in (a) und (b) hybridisieren. Vorzugsweise hybridisieren die vorstehenden DNA-Sequenzen 

zueinander unter stringenten Bedingungen. 

Weiterhin werden bereitgestellt Vektoren, die diese DNA-Sequenzen enthalten und 
Wirtszellen, die mit diesen Vektoren transformiert oder transfiziert sind. 
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In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung monoklonale AntikSrper gegen das 
8F4-Molekul. Die erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper kdnnen auf ubliche Weise 
nach dem von Milstein und Kdhler, Nature 256 (1975), 495-497, beschriebenenVerfahren 

5 hergestellt werden. Insbesondere kdnnen die erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper 
hergestellt werden, indem M&use mit T-Zellen, die in vitro mit Phorbolmyristatacetat (PMA) 
und Ionomycin ('^-Signal-System") fur 24 h aktiviert worden sind, immunisiert werden. Die 
Milzzellen der immunisierten Mause werden mit Myelom-Zellen fusioniert. 8F4-spezifische 
monoklonale Antikorper werden dadurch identifiziert, daB sie 2-Signal-aktivierte, jedoch 

10 nicht ruhende T-Lymphozyten erkennen. Auch farben 8F4-spezifischen Antikorper mit einem 
Signal (entweder PMA oder Ionomycin) stimulierte T-Zellen in einem auf ubliche Weise 
durchgefiihrten Nachweisverfahren nicht an. 8F4-spezifische Antikdrper ergeben ein 
typisches Anfkrbemuster von tonsillaren T-Zellen und erkennen ein Antigen von etwa 55 bis 
60 kDa in einer nicht reduzierenden SDS-PAGE und von etwa 27 kDa und etwa 29 kDa in 

15 einer reduzierenden SDS-PAGE auf aktivierten T-Lymphozyten. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung Hybridomzellen, die die 
erfindungsgemaBen monoklonalen Antikorper herstellen. 

20 In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung die Verwendung von Substanzen, 
die die biologische Aktivit&t des erfindungsgemaBen Polypeptids 8F4 hemmen, als 
Arzneimittel. Besonders bevorzugt ist Verwendung der erfindungsgemaBen monoklonalen 
Antikorper, nattirlicher oder synthetischer Liganden, Agonisten oder Antagonisten des 8F4- 
Molekiils. Diese Substanzen kbnnen als Arzneimittel verwendet werden, zur Vorbeugung 

25 oder Therapie von Erkrankungen an denen das Immunsystem beteiligt ist, insbesondere zur 
Behandlung von Autoimmunkrankheiten oder zur Verhinderung der AbstoBungsreaktionen 
bei Organtransplantationen. Die Blockade der lnteraktion des 8F4-Antigens mit seinem 
Rezeptor verbessert z.B. die Verhinderung der OrganabstoBung, da eine solche Blockade nur 
bereits aktivierte T-Lymphozyten betrifft.Eine weitere Ausfiihrungsform der Erfindung 

30 betrifft die Verwendung des erfindungsgemaBen Polypeptids als Arzneimittel. Insbesonders 
kann das erfindungsgemaBe Polypeptid, zur Vorbeugung oder Therapie von Erkrankungen an 
denen das Immunsystem beteiligt ist, insbesondere zur Behandlung von Krebserkrankungen, 
Aids, Asthmaerkrankungen oder chronischen viralen Erkrankungen wie HCV-oder HBV- 
Infektionen verwendet werden. 
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Das erfindungsgemaBe Polypeptid kann ebenfalls auf ubliche Weise in Zellen eingefiihrt 
werden, so dafl diese Zellen das Polypeptid z.B. konstitutiv exprimieren. Z.B. kann die das 
Polypeptid codierende Nukleinsauresequenz oder ein Vektor, umfassend die das Polypeptid 
5 codierende Nukleinsauresequenz, z.B. die cDNA oder genomische DNA, Promotoren, 
Enhancer und andere fur die Expression der Nukleinsauresequenz benotigten Elemente, in 
eine Zelle eingeschleust werden. Vorzugsweise wird die 8F4 cDNA (2641 Nukleotide), 
dargestellt in Fig. 16 (SEQ ID NO: 1), oder Fragmente oder Derivate hiervon zur Expression 
des erfindungsgemSBen Polypeptids oder Fragmenten hiervon eingesetzt. 



Ferner kann das erfindungsgemaBe Polypeptid z.B. mittels Liposomen in Zellen eingefiihrt 
werden, die das Polypeptid danach auf ihrer Zelloberflache ausbilden. ErfindungsgemaB 
konnen diese Zellen als Arzneimittel verwendet werden, insbesondere zur Wiederherstellung 
der korrekten Regulation des menschlichen Immunsystems, wie sie im Rahmen zahlreicher 
15 chronischer Infektionserkrankungen auftritt, z.B. im Rahmen von AIDS, 
Asthmaerkrankungen oder bei chronischen viralen Hepatitiden (z.B. HCV, HBV), oder zur 
Stimulation des Immunsystems in vitro oder in vivo, wie z.B. fur die Therapie von 
Krebserkrankungen verwendet werden. 

20 In einer weiteren Ausfiihrungsform werden Substanzen, die das erfindungsgemaBe Polypeptid 
spezifisch erkennen, zur Diagnose von Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteiligt ist 
verwendet, wobei die Substanzen insbesondere einen monoklonalen Antikorper, naturliche 
oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten umfassen. Zur Diagnose kann z.B. 
ein ELISA-Nachweis, DurchfluBzytometrie, Western Blot, Radioimmunassay, Nephelometric 

25 oder eine histochemische Anfarbung verwendet werden. Die Substanzen, die das 
erfindungsgemaBe Polypeptid erkennen, umfassen auch Nukleins&uresequenzen, wobei diese 
vorzugsweise zur Hybridisierung und/oder zur Nukleinsaure-(RNA, DNA)-Amplifikation 
(z.B. PCR) eingesetzt werden. 

30 In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung Substanzen, die den 
Signaltransduktionsweg des erfindungsgemaBen Polypeptids in die T-Zelle positiv oder 
negativ beeinflussen (modulieren) und die Verwendung dieser Substanzen als Arzneimittel. 



10 



In einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung Substanzen, die die 
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Heraufregulation des erfindungsgemaBen Polypeptids an die T-ZelloberfUche verhindern und 
deren Venvendung als Arzneimittel. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform wird das erfindungsgemaBe Polypeptid oder Fragemente 
5 hiervon durch ein transgenes Tier exprimiert. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform umfaBt die Erfindung ein transgenes Tier, bei dem das 
Gen, das fur das erfindungsgemaBe Polypeptid kodiert, ausgeschaltet worden ist („Knock- 
out") 



Die Abbildungen dienen der Erlauterung der Erfindung: 

Fig. 1 zeigt das Ergebnis einer Immunprazipitation des 8F4-Antigens aus aktivierten humanen 
T-Zellen. (a) Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE; 12% 
15 Polyacrylamidgel (PAA-Gel)) reduzierend, (b) SDS-PAGE (10% PAA-Gel) nicht 
reduzierend. Angegeben sind die Bedingungen zur Elution des Antigens von der 8F4-Matrix. 
"SDS" bedeutet Natriumdodecylsulfat; "DTT" bedeutet Dithiothreitol, "Mr" bedeutet 
Molekulargewicht und "kDa" bedeutet Kilodalton. 

20 Fig. 2a zeigt das Ergebnis einer DurchfluBzytometrie nach Induktion des 8F4- Antigens auf 
CD4 + - T-Zellen. Die Aktivierungsdauer der T-Zellen ist in Klammem angegeben. "PMA" 
bedeutet Phorbolmyristatacetat; M PHA" bedeutet Phytohaemagglutinin; "OKT3" ist ein 
monoklonaler Antikorper gegen CD3; "MLR" bedeutet gemischte Lymphocytenreaktion 
(engl.: mixed lymphocyte reaction), "mAK 9.3" ist ein monoklonaler Antikdrper gegen CD28; 

25 "SEB" bedeutet Staphylokokken Enterotoxin B. 

Fig. 2b zeigt das Ergebnis einer Kinetik der Induktion des 8F4-Antigens auf CD4*-T-Zellen 
nach Aktivierung mit PMA und Ionomycin in einer DurchfluBzytometrie. Aufgetragen ist die 
Immunfluoreszenz (log) gegen die Zellzahl. 



Fig. 3 zeigt das Ergebnis einer DurchfluBzytometrie zur Identifikation von Molekulen, welche 
an der Induktion von 8F4 in der "mixed lymphocyte reaction" beteiligt sind. "bio" bedeutet 
biotinylierter Antikorper. 
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Fig. 4 zeigt das Ergebnis einer histochemischen Untersuchung zur Lokalisation von 8F4- 
positiven Zellen in der Tonsille. 

Fig. 5 zeigt das Ergebnis einer Expressions-Analyse von 8F4 auf T- und B-Zellen aus 
5 humanen Tonsillen in einer DurchfluBzytometrie. "bioPE" bedeutet biotinylierter Antik6rper 
und Streptavidin-Phycoerythrin Sekund&rreagenz. 

Fig. 6 zeigt die Ko-Expression des 8F4-Molekuls mit anderen Aktivierungsmarkern (CD69, 
CD45) in einer DurchfluBzytometrie. 



Fig. 7 zeigt schematisch die verstarkte Expression von Aktivierungsmolekulen auf T- 
Lymphozyten nach Ko-Stimulation durch 8F4. Offene Kreise (O) stehen fur 8F4 Antikorper; 
Dreiecke (♦) stehen fur unspezifischer Antikorper gleichen Isotyps; ausgefiillte Kreise (•) 
stehen fur anti-CD28-Antikorper-9.3. 



Fig. 8 zeigt einen schematischen Vergleich der ko-stimulierenden Wirkung von 8F4 mit der 
ko-stimulierenden Wirkung von CD28. "mAk" bedeutet monoklonaler Antikorper; "AT AC" 
bedeutet "Activation induced T cell derived And Chemokine related"; "cpm" bedeutet 
radioaktive Zerftlle pro Minute, 



Fig. 9 zeigt schematisch die Verstarkung der Synthese der Antikorper vom IgM- und IgG-Typ 
durch die B-Zellen nach Ko-Stimulation von T-Zellen. "ng" bedeutet Nannogramm; "ml" 
bedeutet Milliliter; "mAk" bedeutet monoklonaler Antikorper. 

25 Fig. 10 zeigt schematisch die Verhinderung der aktivierungsinduzierten Apoptose peripherer 
T-Zellen nach Ko-Stimulation durch 8F4. 

Fig. 1 1 zeigt die Expression des 8F4- Antigens auf der MOLT-4V-Zellinie. MOLT-4V-Zellen 
wurden mit einem Fluorescein-markierten 8F4-Antik6rper (8F4-FITC) gefarbt und in der 
30 DurchfluBzytometrie untersucht (offene Linie, im Vergleich zu einer Isotypkontrolle 
(ausgefiillte Linie)). 



10 



15 



20 



Fig. 12 zeigt die zweidimensionale Gelelektrophorese. Ein MOLT-4V Zell-Lysat aus 300xl0 6 
Zellen wurde wie beschrieben immunprazipitiert. Das Eluat wurde auf einer nicht 
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reduzierenden SDS-PAGE (10% PAA) aufgetrennt und der Bereich urn 60 kDa aus dem Gel 
herausgeschnitten. Zur Reduktion der Disulfidbrttcken im 8F4-Molekul wurde das Gelstuck 
fiir 1 h bei 50°C in 5,3 M Harnstoff, 0,5 M Tris, pH 8,0, 1% SDS, 1% B-Mercaptoethanol 
inkubiert und die freien Cysteinreste im Molekul mit 10 mM Iodoacetamid (Sigma, 

5 Deisenhofen) alkyliert (30 min, 37°C). Das GelstOck wurde fiir weitere 30 min. in Ix SDS- 
PAGE Probenpuffer equilibriert und auf einem 12% PAA-SDS-Gel (mit Sammelgel) 
montiert. Nach elektrophoretischer Auftrennung wurde das Gel einer Silberfarbung 
unterzogen. Die Lage des 8F4-Proteins wurde durch Oberflacheniodinierung bestimmt (vgl. 
Fig. 1) und ist durch Umkreisung markiert. (Alle nicht im Detail beschriebenen Prozeduren 

10 wurden nach Standardmethoden durchgefuhrt, siehe z.B. Westermeier, R., Electrophoresis in 
Practice, VCH Verlagsgesellschaft, Weinheim, 1997). 

Fig. 13 zeigt eine Hybridisierung mit Oligo 1 (SEQ ID NO:3). Auf Nitrocellulose-Filter 
immobilisierte Lamda-Klone wurden mit Oligo 1 wie in den Beispielen beschrieben 
15 hybridisiert. Dargestellt ist die Exposition auf einem Rontgenfilm (Ausschnitt). 



Fig. 14 zeigt eine Northern-Blot Analyse mit der 8F4-cDNA. Die Hybridisierung eines 
Northern-Blots mit der 8F4-cDNA ergibt eine Bande, die im Gel zwischen der 18S und 28S 
RNA lauft. In Fig. 14A ist das Verhalten als 2-Signal-abhangiges (s o.) Aktivierungsantigen 

20 gezeigt: Keine Expression in ruhenden lymphoiden Zellen (PBL), starke Expression in 
PMA+Ionomycin aktivierten CD4+ T-Zellen und deutlich verringerte Expression mit PMA 
bzw. Ionomycin alleine. Fig. 14B zeigt die Expressionsstarke der mRNA nach 
unterschiedlichen Stimulationszeiten (T-Zellen (uber Nylonwolladharenz aufgereinigt, NTC), 
stimuliert mit PMA+Ionomycin). Daneben die MOLT-4-Zellinien (ATCC CRL-1582), die 

25 nur eine minimale Expression zeigt, ganz rechts die fiir die Klonierung verwendete MOLT- 
4V, die ein deutliches Signal zeigt. Aufgetragen ist auBerdem die RNA weiterer Zellinien, auf 
denen in der durchfluBzytometrischen Analyse keine 8F4-Expression nachweisbar war: CEM 
(ATCC CCL-119), HUT-102 (ATCC TIB-162), HUT-78 (ATCC TIB-161), Jurkat (ATCC 
TIB- 152), DG75 (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) 

30 ACC83), Karpas 299 (Fischer, P. et al. (1988), Blood, 72:234-240), DEL (Barbey, S. et al. 
(1990), Int. J. Cancer, 45:546-553) 

Fig. 15 zeigt die Aminos&uresequenz des Polypeptids 8F4 (SEQ ID NO:2). 



WO 99/15553 
Fig. 16 zeigt die 8F4 cDNA (SEQ ID NO: 1). 
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Die nachstehenden Beispiele erlautern die Erfindung und sind nicht einschrankend zu 
verstehen. 



Beispiel 1 : Generierun p des 8F4-Ant ilrftrpir« 

Baib/c Mause wurden mit humanen T-Zellen immunisiert, welche vorher fur 24 h mit 33 
ng/ml des Phorbolesters Phorbolmyristatacetat (PMA), (Sigma, Deisenhofen), und mit 200 
ng/ml des Ca 2+ -Ionophors Ionomycin (Sigma, Deisenhofen) aktiviert worden sind 
(sogenannte "2-SignaI-Aktivierung"). Nach dreimaligem Boostern wurden die Milzzellen der 
Mause mit dem Myelom P3X63Ag8.653 (ATCC Nr.CRL-1580) fusioniert und Antikorper- 
sezernierende Hybridome nach Standardmethoden generiert; vgl. Peters und Baumgarten, 
Monoclonal Antibodies. Springer, Heidelberg, 1992. Das Durchmustern der erhaltenen 
Antikorper erfolgte auf aktivierten versus ruhenden T-Zellen in der DurchfluBzytometrie. 
Aktivierte ("2-Signal-Aktiviemng") und ruhende T-Zellen wurden mit dem 
Hybridomiiberstand inkubiert und anschlieBend mit einem floureszenzmarkierten 
Sekundarantikorper markiert; vgl. Shapiro, Practical Flow Cytometry. Wiley-Liss, New York, 
1995. Nur die Antikorper, welche Molekule erkannten, die ausschlieBlich durch PMA und das 
Ca 2+ -Ionophors Ionomycin auf der T-Zell-Oberflache induziert wurden, jedoch nicht durch 
eines der Agenzien alleine ("2-Signal-Molekule") wurden fur eine weitere Reinigung 
ausgewahlt. Die erhaltenen Antikorper wurden in der DurchfluBzytometrie auf Ahnlichkeit 
bzw. Verschiedenheit zu bekannten Antikorpem gegen Aktivierungsmolektile (vgl. Tabelle 1) 
auf T-Zellen untersucht. Kriterien waren hierbei neben der schon oben erwahnten "2 Signal- 
Abhangigkeit" die Kinetik der Induktion auf stimulierten T-Zellen und die Expression auf 
verschiedenen Zelllinien. 

Beispiel 2: Immunprarip itation des 8F4-Antip <»ns 

Oberflachenmolekule von aktivierten humanen T-Zellen wurden mit l23 I nach 
Standardmethoden iodiniert und mit dem Antikorper 8F4 nach Standardmethoden 
immunprazipitiert; vgl. Coding, Monoclonal Antibodies: Principle and Practice. Academic 
Press, London, 1996. Fur die Immunprazipitation wurde der Antikorper nach Schneider et al., 
Journal of Biological Chemistry 257 (1982), 10766-10769, an Protein G (Pharmacia, 
Freiburg) gekoppelt (8F4-Matrix). Das Waschen der Matrix erfolgte nach Schneider et al ^ 
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siehe vorstehend. Das immunprazipitierte 8F4-Molekiil wurde auf tibliche Weise in der SDS- 
PAGE (nicht reduziert und reduziert) auf seine molekulare Masse analysiert; Goding, siehe 
vorstehend. 

5 Beispiel 3: DurchfluBzytometrie? 

Die Analyse der 8F4-tragenden T-Zellen in der DurchfluOzytometrie erfolgte nach 
Standardmethoden; vgl. Shapiro, Practical Flow Cytometry. Wiley-Liss, New York, 1995. 

10 Ausfuhrungsbeispiel 3.1: DurchfluBzytometrie nach Induktion des 8F4- Antigens auf CD4 + -T- 
Zelien. 

CD4 + -T-Zellen aus dem peripheren Blut wurden mit verschiedenen Agenzien in ublicher 
Weise stimuliert und auf Expression des 8F4-Molekiils in der DurchfluBzytometrie nach 

15 ublichem Verfahren untersucht. Die Aktivierungsdauer der T-Zellen betmg mit den 
verschiedenen Agenzien zwischen 24 Stunden und 144 Stunden. Aktivierungsmodi: 
Phorbolmyristatacetat (PMA; 33 ng/ml), Ionomycin (200ng/ml), Phytohaemagglutinin (PHA 
1,5 mg/ml), OKT3 (monoklonaler Antikorper gegen CD3), gemischte Lymphocytenreaktion 
(MLR, "mixed lymphocyte reaction" zwichen 50 000 CD4 + -T-Zellen und 100 000 B-Zellen), 

20 mAk 9.3 (monoklonaler Antikorper gegen CD28), Staphylokokken Enterotoxin B (SEB, 0,1 
ng/ml). Die Auswertung ergab, daB verschiedene Stimuli geeignet sind, das 8F4-Molekul auf 
T-Zellen zu induzieren, jedoch in unterschiedlicher Expressionsdichte. Am potentesten sind 
neben den stark wirksamen pharmakologischen Agenzien PMA und Ionomycin solche 
Stimuli, die eine ko-stimulatorische Situation darstellen, wie z.B. akzessorische Zellen in der 

25 MLR oder der ko-stimulierende mAk 9.3 . 

Ausfuhrungsbeispiel 3.2: Kinetik der Induktion des 8F4- Antigens auf CD4 + -T-Zellen nach 
Aktivierung mit PMA und Ionomycin. 

30 CD4*-T-Zellen aus dem peripheren Blut wurden mit PMA (33 ng/ml) und Ionomycin (200 
ng/ml) in ublicher Weise stimuliert und nach 0, 4, 8, 12, 24 und 48 Stunden auf die 
Expression des 8F4-Molekuls in der DurchfluBzytometrie in ublicher Weise untersucht. Das 
Molekul ist bereits nach vier Stunden auf der Oberflache detektierbar, gehOrt also zur Klasse 
der relativ fruhen Aktivierungsantigene. Auch nach 48 Stunden wird das Antigen noch gut 
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exprimiert 



Ausfuhrungsbeispiel 3.3: DurchfluBzytometrie zur Identifikation von Molekiilen, welche an 
der Induktion von 8F4 in der "mixed lymphocyte reaction" beteiligt sind. 



50 000 CD4 + -T-Zellen aus dem peripheren Blut wurden mit 100 000 allogenen tonsillaren B- 
Zellen fur 6 Tage ko-kultiviert (37°C, 5,2% C0 2 , 200 \i\ RPMI 1640 mit 10% FCS in 96- 
Well-Rundbodenplatten) und danach auf die Expression des 8F4-Molekuls in der 
DurchfluBzytometrie untersucht. Zu Beginn der Kultivierung wurden verschiedene Antikdrper 
10 (anti-CD80, anti-CD86, anti-MHCII; alle 10 mg/ml) der Kultur hinzugefugt, urn die 
Abhangigkeit der 8F4-Induktion von diesen Molekiilen zu uberpriifen. Die Expression von 
8F4 lafit sich nur durch Blockade der CD86/CD28-Interaktion blockieren, nicht jedoch durch 
Blockade von CD80. Der Blockade-Effekt ist hierbei noch starker als die Blockade von 
MHCII (Positivkontrolle). 



Ausfuhrungsbeispiel 3.4: Expression von 8F4 auf T- und B-Zellen aus humanen Tonsillen. 
B-Zellen bzw. T-Zellen aus tonsill&rem Gewebe von verschiedenen Quellen wurden auf 
ubliche Weise gereinigt und in der DurchfluBzytometrie auf die Expression des 8F4-Molekuls 
untersucht. Wahrend auf B-Zellen das Signal nicht eindeutig signifikant war, exprimierten 
20 etwa 50-80% der tonsillaren T-Zellen das 8F4-Molekul in unterschiedlicher Dichte. Es lassen 
sich hierbei zwei Populationen unterschiedlich hoher Fluoreszenz (8F4- tl high 11 bzw. -"low") 
erkennen, deren Auspragung bei den verschiedenen Tonsillen unterschiedlich ist. So weist 
z.B. Tonsillen eine ausgeprigte 8F4-"low"- und andere Tonsillen eine auspepragte 8F4- 
"high"-Population auf. 



Ausfuhrungsbeispiel 3.5: Ko-Expression des 8F4-Molekiils mit anderen 
Aktivierungsmarkern. 

Aus humanen Tonsillen gereinigte T-Zellen wurden in der 2-Farben-DurchfluBzytometrie auf 
die Ko-Expression des 8F4-Molekuls mit anderen Aktiviemngsmarkern analysiert. In 
30 Tonsillen wird 8F4 ko-exprimiert mit CD69 wie auch mit Varianten des CD45-Molekiils. 
Hierbei sind die 8F4-"high"-Zellen eindeutig mit einer CD45RO-Expression korreliert, 
wahrend die 8F4-negativen Zellen den Phanotyp CD45RA tragen. CD45RA wird 
haupts^chlich von sogenannten "naiven" T-Zellen exprimiert, wohingegen CD45RO mit einer 
Effektorzellfunktion assoziiert ist. Es handelt sich also bei den 8F4 + -Zellen hauptsachlich urn 
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"reife" T-Zellen. CD45RO und CD45RA sind Isoformen von CD45. 

Beispiel 4: Legalisation von 8F4-positiven Zellen in der Tonsille. 

5 Tonsillares Gewebe in Gefrierschnitten wurde mit dem 8F4-Antikorper in der APAAP- 
Technik (alkalische-Phosphatase-anti-alkalische-Phosphatase) nach Standardverfahren 
angeffcrbt 8F4 + -Zellen wurden vorzugsweise im Keimzentrum der Tonsillen vorgefunden, 
aber z. T. auch in der T-Zell-Zone der Tonsillen. 

10 Beispiel 5: Ko-Stimulation von T-Lvmphozvten 

96-Well-Platten wurden mit einem Ziegen-anti-Maus-Ig-Antikbrper beschichtet (20 ng/ml), 
gewaschen, und mit dem anti-CD3 monoklonalen Antik&rper OKT3 (verschiedene 
Verdiinnungen eines Aszites) und dem erfindungsgemaBen 8F4-Antikdrper (2 ng/ml) 
15 beladen. Als Isotypkontrolle wurden der OKM1 Antikorper oder der 2A1 1 Antikorper (beide 
2 ng/ml) verwendet. 

Ausfuhrungsbeispiel 5.1: Verstarkte Expression von Aktivierungsmolekiilen auf T- 
Lymphozyten nach Ko-Stimulation durch 8F4. 



Gereinigte CD4 + -T-Zellen aus dem peripheren Blut wurden mit verschiedenen 
Konzentrationen des monoklonalen Antikorpers OKT3 aktiviert und gleichzeitig mit dem 
8F4-Antik6rper oder einem unspezifischen Antikorper gleichen Isotyps ko-stimuliert. Als 
Vergleich wurde die Kostiinulation mit dem anti-CD28-Antikorper-9.3, einem der starksten 

25 bekannten ko-stimulatorischen Antikorper, durchgefiihrt Selbst bei optimaler Stimulation 
iiber CD3 ist sowohl mit dem mAk 8F4 als auch mit mAk 9.3 noch ein Ko-stimulatorischer 
EfFekt zu sehen. Im suboptimalen OKT3-Bereich, d.h. dem Bereich, in dem ohne Ko- 
stimulation keine voile T-Zellaktivierung mehr erzielt werden kann, konnen beide Antikorper 
die Expression anderer Aktivierungsantigene urn den Faktor 4 bis 100 steigern, wobei die 

30 Wirkung des anti-CD28-Antik6rpers auch noch bei sehr hohen OKT3 -Verdiinnungen sichtbar 
wird. Dies ist darauf zuriickzufiihren, daB bei sehr schwacher OKT3-Stimulation das 8F4- 
Antigen nicht mehr auf die Zelloberfl&che gebracht und somit auch nicht vom mAk 8F4 
kreuzvernetzt werden kann. 



20 
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Ausfiihrungsbeispiel 5.2: Vergleich der ko-stimulierenden Wirkung von 8F4 mit der ko- 
stimulierenden Wirkung von CD28. 



Gereinigte CD8 + -T-Zellen wurden fur 51 h mit einer suboptimalen Konzentration des 
5 monoklonalen AntikOrpers OKT3 stimuliert Als Ko-Stimulatoren wurden Antikorper 8F4, 
Antikorper 9.3 (anti-CD28) und Isotypkontrollen eingesetzt (jeweils 2 ng/ml). Nach Ablauf 
der Stimuiationsdauer wurde die Proliferationsrate der T-Zellen durch ^-Thymidin-Einbau 
bestimmt. In Parallelkulturen wurde der Oberstand entfernt und die Konzentration der 
Zytokine ATAC/Lymphotactin und IL-2 bestimmt. Bezuglich der IL-2-Synthese 
10 unterscheiden sich 8F4 und CD28 sehr stark voneinander. CD28-Ko-Stimulation fiihrt, wie 
auch im Stand der Technik beschrieben (Chambers und Allison, Current Opinion in 
Immunology 9 (1997), 396-404), zu einer sehr starken IL-2 Sekretion. Mit 8F4 hingegen liegt 
die DL-2 Produktion unterhalb der Nachweisgrenze. Die Proliferation ist jedoch in beiden 
Ansatzen vergleichbar, das autokrine Wachstum der T-Zellen muB also bei 8F4-Ko- 
15 Stimulation auf andere Faktoren zuriickgefuhrt werden. Auch in bezug auf die Sekretion des 
Lymphokins ATAC unterscheiden sich die beiden Antikorper in der ko-stimulatorischen 
Wirkung kaum. 

Beispiel 6: Bestimmune der von B-Zellen svnthetisierten Immunelobuline nach Interaktion 
20 mit 8F4-ko-stimulierten T-Zellen 



96-Well-Platten wurden mit einem Ziegen-anti-Maus-Ig-Antikorper beschichtet (20 ng/ml), 
gewaschen, und mit dem anti-CD3 monoklonalen Antikorper OKT 3 (1:500 bis 1:80 000 
Aszites) und dem erfindungsgemaBen 8F4- Antikorper (2 jig/ml) beladen. Als Isotypkontrolle 

25 wurde der OKM1 -Antikorper oder der 2A1 1 -Antikorper verwendet. In einigen Experimenten 
wurde zum Vergleich eine Ko-Stimulation mit einem CD28-spezifischen Antikorper ("9.3 n ) 
durchgefuhrt; vgl. Hara et al., Journal of Experimental Medicine 161 (1985), 1513-1524. In 
die so vorbehandelten Kulturplatten wurden pro well 50 000 gereinigte (Magnetobeads, 
Dynal, Hamburg) CD4 + -T-Zellen (>95% Reinheit) aus dem peripheren Blut und 25 000 

30 allogene tonsillare B-Zellen (negativ-Selektion durch T-Zell-Rosettierung mit 
Schafserythrocyten, 96% Reinheit) pipettiert und fur 8 Tage ko-kultiviert. Nach dieser 
Zeitdauer wurde der Uberstand entnommen und auf die Konzentration sezernierter 
Immunglobuline vom IgM- und IgG-Typ im ELISA auf ubliche Weise analysiert; vgl. 
Nishioka and Lipsky, Journal of Immunology 153 (1994), 1027-1036. 
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Ausfuhrungsbeispiel 6.1: Verstarkung der Synthese der AntikGrper vom IgM- und IgG-Typ 
durch die B-Zellen nach Ko-Stimulation von T-Zellen. 



Gereinigte CD4 + -T-Zellen aus dem peripheren Blut wurden fiir 8 Tage mit allogenen B- 
5 Zellen aus Tonsillen in ublicher Weise ko-kultiviert. Bei einer suboptimalen Stimulation der 
T-Zellen mit dem OKT3-Antik6rper verstarkt die Ko-Stimulation der T-Zellen durch 8F4 die 
Sekretion der IgM- und IgG-Immunglobuline urn den Faktor 40. 

Beispiel 7; Vgrhinderung jer aktivierungsinduzierten Appptose periphery T-Zellen nach Ko- 
10 Stimulation durch 8F4. 



Periphere T-Zellen (uber Nylonwolladharenz in ublicher Weise aufgereinigt) wurden fiir 20 h 
mit PHA (1.5 mg/ml) stimuliert und uber 6 Tage mit IL-2 kultiviert. Anschlieflend wurden die 
Zellen durch OKT3 mit und ohne Ko-Stimulation durch mAk 8F4 (2 \igfml) restimuliert. Die 
15 Apoptose wurde durch Anfarbung der DNA mit Propidiumiodid in der DurchfluBzytometrie 
(FACS) bestimmt. Bei suboptimaler Stimulation uber den T-Zellrezeptor-Komplex kann Ko- 
Stimulation uber 8F4 den Anteil apoptotischer Zellen um den Faktor 4 senken. 



Beispiel 8: Klonierung der fur das 8F4-Protein kodierenden cDNA 

20 

Durch Farbung mit einem FluoreszenzfarbstofF-gekoppelten 8F4 Antikorper wurde in der 
DurchfluBzytometrie eine Zellinie (MOLT-4V) identifiziert, die das 8F4-Antigen konstitutiv 
exprimiert (Fig. 1 1). Bei der Linie MOLT-4V handelt es sich um eine Variante der humanen 
T-Zellinie MOLT-4 (American Type Culture Collection (ATCC) CRL-1582). 

25 

Diese Zellinie wurde fur die praparative Aufreinigung des 8F4-Antigens mit Hilfe des 
monoklonalen Antikorpers verwendet: 

Die Zellen wurden im groBen MaBstab (150 1) in Rollerkulturflaschen kultiviert, 
abzentrifugiert und die zellularen Proteine mit einem Lysepuffer (50 mM Tris, pH 8,0, 150 
30 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF (Sigma, Deisenhofen), 1% NP-40 (Boehringer, 
Mannheim)) extrahiert. Zellkerne und andere unldsliche Bestandteile wurden durch 
Ultrazentrifugation entfernt. Das so gewonnene Zell-Lysat wurde fur 2 h mit Sepharose CL4- 
B (Pharmacia, Freiburg) prainkubiert, um unspezifisch an Sepharose bindende Proteine zu 
entfernen. Anschlieflend erfolgte die Inkubation mit der bereits in Beispiel 2 beschriebenen 
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8F4-Immunaffinitatsmatrix (4 h bei 4°C). Die Matrix wurde in eine SSuIe geflillt und nun 
mehrfach unter Bedingungen gewaschen, die eine ausschliefiliche Entfernung von 
unspezifisch bindenden Proteinen bedingt (1. 50 mM Tris, pH 8,0, 300 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 1 mM PMSF, 0,5% NP-40; 2. 50 mM Tris, pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 
5 mM PMSF, 0,5% NP-40, 0,1% SDS; 3. 0,2 M Glycin pH 4,0, 0,5% CHAPS (Merck, 
Darmstadt)). Die Elution des 8F4- Antigens von der Matrix erfolgte mit 0,2 M Glycin, pH 2,5, 

0. 5% CHAPS. Das Eluat wurde durch Ultrafiltration eingeengt (Amicon Centricon 10, 
Millipore, Eschborn). 

10 Um eine weitere Aufreinigung des 8F4 Molekuls zu erzielen, wurde die dimere Struktur des 
Molekiils (siehe Fig. 1) in einer zweidimensionalen Gelelektrophorese (nicht 
reduzierend/reduzierend) ausgenutzt: Da die meisten Proteine als Monomer vorkommen, 
laufen sie in der Gelelektrophorese auf einer Diagonale, das 8F4-Molekul dagegen lauft in der 

1. Dimension (nicht reduzierend) bei 55-60 kDa und in der 2. Dimension (reduzierend) bei 27 
15 und 29 kDa (Fig. 12). 

F0r die praparative Auftrennung wurden die Immunprazipitate von jeweils 20x1 0 9 Zellen wie 
vorstehend bei der Beschreibung der Fig. 12 dargestellt in der Zweidimensionalen 
Gelelektrophorese aufgetrennt, das Gel mit Coomassie Blau G250 (Biorad, Miinchen) gefarbt 
20 und die in Fig. 12 bezeichneten Areale aus dem Gel getrennt ausgeschnitten (8F4-27kDa 
bzw. 8F4-29 kDa). 

Fur die Peptidmikrosequenzierung wurden die Proteine aus jeweils 4 Gelstucken mit Trypsin 
verdaut und aus dem Gel eluiert. Die tryptischen Fragmente wurden uber HPLC aufgetrennt 
25 und einzelne Fraktionen einer Edman-Degradation unterzogen (Verfahren ausfiihrlich 
beschrieben in Groettrup, M. et al. (1996), Eur. J. Immunol., 26:863-869). 
Aus der Sequenzierung der 8F4-29kDa Probe wurde neben Bruchstiicken bekannter Proteine 
eine Peptidsequenz XRLTDVT gefunden, fur die in samtlichen Proteindatenbanken kein 
Korrelat im humanen Bereich gefunden wurde. 



Eine eindeutige Ruckiibersetzung einer Proteinsequenz in eine DNA-Sequenz ist nicht 
mfiglich. So ergibt die Ruckiibersetzung der obigen Peptidsequenz in ein Oligonucleotid mit 
17 Nucleotiden eine Zahl von 2048 Permutationen. Ein spezielles Verfahren (Wozney, J.M. 
(1990), Methods Enzymol. 182:738-751) ermoglicht jedoch das Screening einer cDNA Bank 



30 
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mit degenierten Oligonucleotiden. Auf Basis der gefundenen Peptidsequenz wurden 2 
Oligonucleotide (Oligo 1 (SEQ ID NO:3): MGN CTS ACN GAY GTN AC, 512 
Permutationen; Oligo 2 (SEQ ID NO:4): MGN YTD ACN GAY GTN AC, 1024 
Permutationen) synthetisiert. 



Fur das Screening wurde eine cDNA Bank aus der auch for die Proteinaufreinigung 
verwendeten MOLT-4V Zellinie konstruiert: 

Gesamt-RNA wurde nach der Guanidinium/CsCl-Methode (Chirgwin, J.M. et al. (1979), 
Biochemistry 18:5294-5299) isoliert, mRNA uber Oiigo-dT-Cellulose-Saulen (Gibco BRL, 
10 Eggenstein) angereichert. Die Erst- und Zweit-Strang cDNA Synthese wurde unter 
Verwendung eines kommerziellen cDNA-Synthesesystems (Gibco BRL, Eggenstein) unter 
Verwendung von Oligo-dT-Primern nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die cDNA 
wurde wurde uber EcoRI-Adaptoren in den Lambda ZAPII Vektor (Stratagene, Heidelberg) 
ligiert. 



Die cDNA-Bank wurde gem&B Standardmethoden (Vogeli, G. and Kaytes, P.S. (1987), 
Methods Enzymol., 152:407-515) plattiert und die Lamda-DNA auf Nitrocellulose-Filtern 
(Optitran BA-S 85, Schleicher & Schuell, Dassel) immobilisiert. 

Die oben genannten Oligonucleotide wurden unter Verwendung von T4 Polynucleotidkinase 
20 (NEBL, Schwalbach) und y- 32 P ATP (NEN Du Pont, Brtissel) radioaktiv markiert (Wallace, 
KB. and Miyada, C.G. (1987), Methods Enzymol, 152:432-442). 

Die Hybridisierung der Filter erfolgte in einem fur degenerierte Oligonucleotide 
beschriebenen Puffer (Wozney, J.M. (1990), Methods Enzymol. 182:738-751) mit 3 M 
25 Tetramethylammoniumchlorid (Roth, Karlsruhe) bei 48°C. Die Filter wurden, wie in der o.g. 
Referenz beschrieben, gewaschen, wobei die Waschtemperatur 50°C betrug. Nach Exposition 
der Filter auf einem Rontgenfilm zeigten sich ca. 50 positive Klone pro 100 000 plattierter 
Phagen (Fig. 13). 

30 6 Klone wurden weiter charakterisiert, indem sie nach der vom Herstellers des Vektors 
(Stratagene, Heidelberg) beschriebenen Methode durch in vivo Excision in einen 
Plasmidvektor uberfuhrt wurden und mit T3 und T7 Primern ansequenziert wurden (BigDye 
Terminator Cycle Sequencing Kit, Applied Biosystems, Foster City, USA). Einer der Klone 
enthielt eine Sequenz, deren Translation genau die gesuchte Peptidsequenz ergab. Dieser Klon 



5 



15 
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wurde zur Hybridisierung eines Northern Blots (Fig. 14) verwendet (Kroczek, R.A. (1993), J. 
Chromatogr., 618, 133-145). Das Expressionsmuster der mRNA entsprach genau der 
Expression des 8F4-Molekiils, wie es aus durchfluBzytometrischen Untersuchungen mit dem 
monoklonalen Antiktirper bekannt war. Da der geflindene Klon nur das 3 '-Ende der gesuchten 
5 cDNA enthielt, wurde ein 5-gelegenes Fragment zur Isolierung der gesamten 8F4 cDNA 
verwendet. Mehrere Klone wurden auf beiden Strangen sequenziert. 



Die 8F4 cDNA (2641 Nucleotide) ist in Fig. 16 und im Sequenzprotokoll unter SEQ ID NO:l 

dargestellt und codiert fiir ein Protein mit 199 Aminosauren (Nucleotide 68-664), dargestellt 
10 in Fig. 15 und im Sequenzprotokoll unter SEQ ID NO:2. Die Sequenziening mehrerer 

unabh&ngiger Klone aus der cDNA-Bank ergab einige Abweichungen von der hier gezeigten 

Sequenz, die jedoch alle in der 3-untranslatierten Region liegen: 

Pos. 909-910: Deletion 

Pos. 1631: T->C 
15 Pos. 2074: G->T 

Pos. 2440: G->C 

Pos. 2633: alternative Polyadenylierungsstelle 
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Tab.l: 



Tabelle 1 gibt eine Ubersicht uber die verwendeten Antikflrper (Klon), deren Herkunftsquelle 
(Quelle), die Spezifitat gegen ihr jeweiliges Antigen (Spezifitat) und gegebenenfalls ihre 
Markierung (Label) wider. 



Spezifitfit 


Label 


Isotyp 


Klon 


Quelle 


CD3 


Cy-Chrome 


IgGl 


UCHT1 


PharminceiL Hamburs 


CD3 




IgG2a 


OKT3 


ATCC CRL-8001 


CDllb 




IgG2b 


OKM1 


ATCC CRL-8026 


CD25 


FITC 


IgG2a 


B 1.49.9 


Immunotech, Hamburg 


CD28 




IgG2a 


9.3 


Immunex Corp., Seattle 


CD45RA 


Cy-Chrome 


IgG2b 


HI100 


Pharmingen, Hamburg 


CD45RO 


FITC 


IgG2a 


UCHL1 


Immunotech, Hamburg 


C069 


FITC 


IgGl 


FN50 


Pharmingen, Hamburg 


CD80 




IgGl 


L307.4 


Becton Dickinson, Heidelberg 


CD86 




IgG2b 


IT2.2 


Pharmingen, Hamburg 


CD154 


FITC 


IgGl 


TRAP-1 


Hybridom 1 


MHCII 




IgG2a 


L243 


ATCC HB-55 


8F4 




IgGl 


8F4 


Hybridom 1 


8F4 


Biotin 


IgGl 


8F4 


Hybridom 1 


Isotyp IgGl 




IgGl 


2A11 


Hybridom 1,2 


Isotyp IgGl 


FITC 


IgGl 


2A11 


Hybridom 1,2 


Isotyp IgGl 


Biotin 


IgGl 


ASA-1 


Hybridom 1 



Die Hybridomzellinie wurde auf ubliche Weise generiert, der AntikOrper aufgereinigt und gegebenenfalls 
markiert. 

2 

gerichtet gegen ein synthetisches Peptid 

Die in den Beispielen verwendeten Antiseren und Sekundarreagenzien wurden bezogen von: 
Ziege-anti-Maus-Ig, FITC-konjugiert, von Jackson Inimuno Research Lab., USA; 
Streptavidin, PE-konjugiert, von Jackson Immuno Research Lab., USA; Kaninchen-anti- 
Maus-Ig-Fraktion, von Sigma, Deisenhofen. 
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SEQUENZ PRQTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN : 

5 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Bundesrepublik Deutschland, letztvertreten 

durch 

den Direktor des Robert-Koch-Instituts 
10 (B) STRASSE: Nordufer 20 

(C) ORT: Berlin 

(D) BUN DES LAND: Berlin 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 13353 

15 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Ko-stimulierendes Polypeptid von T- 
Zellen, monoklonale Antikorper sowie die Herstellung und deren Verwendung 

20 (iii) ANZAHL DER SEQUENZ EN: 4 

(iv) COMPUTER-LESBARE FAS SUNG: 

(A) DATENTRAEGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 
25 (C) BETRIEBS SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



30 



(v) DAT EN DER JETZIGER ANMELDUNG: 
ANMELDENUMMER: 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 2641 Basenpaare 
35 (B) ART: Nucleotide 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: cDNA 

40 

(xi) S EQUEN Z BES CHREI BUNG : SEQ ID NO: 1: 
CGAGAGCCTG AATTCACTGT CAGCTTTGAA CACTGAACGC GAGGACTGTT AACTGTTTCT 60 
45 GGCAAACATG AAGTCAGGCC TCTGGTATTT CTTTCTCTTC TGCTTGCGCA TTAAAGTTTT 120 
AACAGGAGAA ATCAATGGTT CTGCCAATTA TGAGATGTTT ATATTTCACA ACGGAGGTGT 180 
ACAAATTTTA TGCAAATATC CTGACATTGT CCAGCAATTT AAAATGCAGT TGCTGAAAGG 240 

50 

GGGGCAAATA CTCTGCGATC TCACTAAGAC AAAAGGAAGT GGAAACACAG TGTCCATTAA 300 
GAGTCTGAAA TTCTGCCATT CTCAGTTATC CAACAACAGT GTCTCTTTTT TTCTATACAA 360 
55 CTTGGACCAT TCTCATGCCA ACTATTACTT CTGCAACCTA TCAATTTTTG ATCCTCCTCC 420 
TTTTAAAGTA ACTCTTACAG GAGGATATTT GCATATTTAT GAATCACAAC TTTGTTGCCA 480 
GCTGAAGTTC TGGTTACCCA TAGGATGTGC AGCCTTTGTT GTAGTCTGCA TTTTGGGATG 540 
CATACTTATT TGTTGGCTTA CAAAAAAGAA GTATTCATCC AGTGTGCACG ACCCTAACGG 600 



60 
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TGAATACATG TTCATGAGAG CAGTGAACAC 
CCTATAATAT GGAACTCTGG CACCCAGGCA 
5 GAAGTGCAAG ATTCTCTTAT TTCCGGGACC 
TCTGCTGGTG TTTTGTTCAA TCTGGAAGAA 
GACTGCCTTG GTACTGCCGA GTCCTCTCAA 

10 

GAAAGCCCAG CTCCTGTGTG CTCACTGGGA 
GCAGTGCATC AGCCAGTAAA ACAAACACAT 
15 GGTACTGAAT CTGCAAAGCA AATGAGCAGC 
TCATACTACC TCTTCTTTCT GTAGGGATGA 
GCTTCAAAGC TGGAGCTATT TTATTTCTGA 

20 

ACTCAGTACT CTCCTTCAAT TGCTGAACCC. 
CTTTCTTGTG CCCTCAATTT TCTTTTTAAA 
25 ACAGCCACTC TCAATAGAGA GCTATGTCTT 
ATATATCTAT GCATACATAT ATACACACAT 
GCCTATATTC TCCCTACAAG AATATTTTTG 

30 

CAGTTAAAAT GGTTTACTTT GTTCAAGTTA 
CAAATTTATT TTATTATCCT ATTTTCTACC 
35 ACAAGTTTAG TTCTTTTTGT AGATCATATT 
CCAGCATTCT CATGGGGTAG AGCAGAATAT 
GGTTGCTGTC AGACTATACC CATGGTGCCT 

40 

CAGCCTGGAG CAGCCCTCCA GACCTGGGTG 
CAGAGGCCAC TAGGTATTCT TGCTCCCAGA 
45 CTACCTGCAT TCATAATTCC AGGATCTGTG 
CTCTCATAAA AACCACACAG CCTGGAAATT 
GAATATGATT TGGCTAGAAA GATTCTTAAA 

50 

TATTTTCTCT ACTTCCTGTC TGCATGCCCA 
CAACATTTGT AACTTTAGGT AAACTGGGAT 
55 TGCTTATAGT TTACAAGTGA GACCCGATAT 
ATGTGTAATG CTGGATGTGT ACAGTACAGT 
GTTCTGTTTT CAGCTGACTT GGACAACCTG 

60 

TTTGCAGGTT TCTGTGTGTG GGGTGGGGTA 
TGGCCTGGTT GTCCAAGCTG TGCCTCGACA 
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AGCCAAAAAA TCTAGACTCA CAGATGTGAC 660 

TGAAGCACGT TGGCCAGTTT TCCTCAACTT 720 

ACGGAGAGTC TGACTTAACT ACATACATCT 780 

TGACTGTATC AGTCAATGGG GATTTTAACA 840 

AACAAACACC CTCTTGCAAC CAGCTTTGGA 900 

GTGGAATCCC TGTCTCCACA TCTGCTCCTA 960 

TTACAAGAAA AATGTTTTAA AGATGCCAGG 1020 

CAAGGACCAG CATCTGTCCG CATTTCACTA 1080 

GAATTCCTCT TTTAATCAGT CAAGGGAGAT 1140 

GATGTTGATG TGAACTGTAC ATTAGTACAT 1200 

CAGTTGACCA TTTTACCAAG ACTTTAGATG 1260 

AATACTTCTA CATGACTGCT TGACAGCCCA 1320 

ACATTCTTTC CTCTGCTGCT CAATAGTTTT 1380 

ATGTATATAA AATTCATAAT GAATATATTT 1440 

CTCCAGAAAG ACATGTTCTT TTCTCAAATT 1500 

GTGGTAGGAA ACATTGCCCG GAATTGAAAG 1560 

ATTATCTATG TTTTCATGGT GCTATTAATT 1620 

AAAATTGCAA ACAAAATCAT CTTTAATGGG 1680 

TCATTTAGCC TGAAAGCTGC AGTTACTATA 1740 

CTGGGCTTGA CAGGTCAAAA TGGTCCCCAT 1800 

GAATTCCAGG GTTGAGAGAC TCCCCTGAGC 1860 

GGCTGAAGTC ACCCTGGGAA TCACAGTGGT 1920 

AAGAGCACAT ATGTGTCAGG GCACAATTCC 1980 

GGCCCTGGCC CTTCAAGATA GCCTTCTTTA 2040 

TATGTGGAAT ATGATTATTC TTAGCTGGAA 2100 

AGGCTTCTGA AGCAGCCAAT GTCGATGCAA 2160 

TATGTTGTAG TTTAACATTT TGTAACTGTG 2220 

GTCATTATGC ATACTTATAT TATCTTAAGC 2280 

ACTGAACTTG TAATTTGAAT CTAGTATGGT 2340 

ACTGGCTTTG CACAGGTGTT CCCTGAGTTG 2400 

TGGGGAGGAG AACCTTCATG GTGGCCCACC 2460 

CATCCTCATC CCCAGCATGG GACACCTCAA 2520 
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GATGAATAAT AATTCACAAA ATTTCTGTGA AATCAAATCC AGTTTTAAGA GGAGCCACTT 2580 
ATCAAAGAGA TTTTAACAGT AGTAAGAAGG CAAAGAATAA ACATTTGATA TTCAGCAACT 2640 
G 

(2) AN GAB EN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 199 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 
(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Protein 



2641 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Met Lys Ser Gly Leu Trp Tyr Phe Phe Leu Phe Cys Leu Arg lie Lys 
5 10 15 

Val Leu Thr Gly Glu He Asn Gly Ser Ala Asn Tyr Glu Met Phe He 
20 25 30 

Phe His Asn Gly Gly Val Gin He Leu Cys Lys Tyr Pro Asp He Val 
35 40 45 

Gin Gin Phe Lys Met Gin Leu Leu Lys Gly Gly Gin He Leu Cys Asp 
50 55 60 * 

Leu Thr Lys Thr Lys Gly Ser Gly Asn Thr Val Ser He Lys Ser Leu 
65 70 75 80 

Lys Phe Cys His Ser Gin Leu Ser Asn Asn Ser Val Ser Phe Phe Leu 
85 go 95 

Tyr Asn Leu Asp His Ser His Ala Asn Tyr Tyr Phe Cys Asn Leu Ser 
100 105 110 

He Phe Asp Pro Pro Pro Phe Lys Val Thr Leu Thr Gly Gly Tyr Leu 
H5 120 125 

His lie Tyr Glu Ser Gin Leu Cys Cys Gin Leu Lys Phe Trp Leu Pro 
I 30 135 140 

He Gly Cys Ala Ala Phe Val Val Val Cys He Leu Gly Cys He Leu 
145 150 155 i 60 

He Cys Trp Leu Thr Lys Lys Lys Tyr Ser Ser Ser Val His Asp Pro 
165 170 175 

Asn Gly Glu Tyr Met Phe Met Arg Ala Val Asn Thr Ala Lys Lys Ser 
180 i 8 5 190 

Arg Leu Thr Asp Val Thr Leu 
195 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 17 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotide 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: Ja 

(iv) ANTI SENSE: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
MGNCTSACNG AYGTNAC 17 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 17 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotide 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: DNA 

(iii) HYPOTHETISCH: Ja 

(iv) ANTISENSE: NEIN 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
MGNYTDACNG AYGTNAC 17 
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Patentanspriiehe 

1. Ein Polypeptid 

5 a) mit der biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen, 

b) das auf alctivierten CD4 + - und CD8 + -T-Lymphozyten, aber nicht auf ruhenden oder 
aktivierten B-Zellen, Granulozyten, Monozyten, NK-Zellen oder dendritischen Zellen 
vorkommt, und 

10 

c) das ein Dimer ist, wobei das Polypeptid ein Molekulargewicht von etwa 55 bis 60 kDa 
hat, bestimmt in einer nicht reduzierenden SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese, und wobei 
die zwei Polypeptidketten des Polypeptids ein Molekulargewicht von etwa 27 kDa und etwa 
29 kDa haben, gemessen in einer reduzierenden SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese. 

15 

2. Ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen und 
mit einer Aminosauresequenz, die mindestens 40% Homologie mit der 199 Aminosfiure 
umfassenden Sequenz in Fig. 15 (SEQ ID NO:2) aufweist, oder ein biologisch aktives 
Fragment oder ein Analogon davon. 

20 3. Das Polypeptid mit der biologischen Aktivitat der Ko-Stimulation von T-Zellen gemaB 
Anspruch 2 und umfassend die Aminosauresequenz gemaB Fig. 15 (SEQ ID NO: 2), oder ein 
biologisch aktives Fragment oder ein Analogon davon. 

4. Eine DNA-Sequenz, die ein Polypeptid nach einem der Anspriiche 1 bis 3 oder ein 
25 Fragment hiervon kodiert. 

5. DNA-Sequenz kodierend ein Polypeptid mit der biologischen Aktivitat der Ko- 
Stimulation von T-Zellen, wobei die Sequenz ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus: 

a) der DNA-Sequenz gemaB SEQ ID NO: 1 (Fig. 16) und ihren komplementaren Strang 
30 b) DNA-Sequenz, hybridisierend mit den Sequenzen in (a) und 

c) DNA-Sequenzen, die aufgrund der Degeneration des genetischen Codes mit den Sequenzen 
in (a) und (b) hybridisieren. 



6. Ein Plasmid oder ein viraler DNA-Vektor, enthaltend eine DNA-Sequenz nach 
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Anspruch 4 oder 5. 

7. Eine prokaryotische oder eukaryotische Wirtszelle, stabil transformiert oder 
transfiziert mit einem Plasmid oder DNA-Vektor nach Anspruch 6. 



8. Verfahren zur Herstellung eines Potypeptids nach einem der Anspriiche 1-3, 
umfassend das Kultivieren der Wirtszelle nach Anspruch 7 zur Expression des Polypeptids in 
der Wirtszelle. 

10 9. Ein AntikGrper, der das Polypeptid gemaB einem der Anspriiche 1-3 bindet. 

10. Ein Antikorper gemaB Anspruch 9, der ein monoklonaler Antikorper ist. 

11. Monoklonaler Antikorper, der das Polypeptid nach einem der Anspriiche 1-3 
15 spezifisch erkennt, dadurch gekennzeichnet, daB B-Zellen von Mausen, die mit PMA und der 

Ca 2+ -lonophore Ionomycin aktivierten humanen T-Lymphozyten immunisiert werden, mit 
einer Myelomzellinie zu einem Antikorper-sezernierenden Hybridom fusioniert werden und 
die monoklonalen Antikorper in der DurchfluBzytometrie auf 2-Signal-Molekul-aktivierte 
gegen ruhende T-Zellen gereinigt werden. 
20 12. Hybridomzelle, die den monoklonalen Antikorper nach Anspruch 10 oder 1 1 erzeugt. 

13. Verwendung von Substanzen, die die biologische Aktivitat des Polypeptids nach 
einem der Anspriiche 1-3 hemmen, als Arzneimittel. 

25 14. Verwendung nach Anspruch 13, wobei die Substanzen einen monoklonalen 
Antikorper, natiirliche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten umfassen. 

15. Verwendung von Substanzen, die die biologische Aktivit&t des Polypeptids nach 
einem der Anspriiche 1-3 hemmen, zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von 
30 Autoimmunkrankheiten, zur Verhinderung der AbstoBungsreaktionen bei 
Organtransplantationen und zur Behandlung einer Dysregulation des Immunsystems. 



5 



16. Verwendung des Polypeptids nach einem der Anspriiche 1-3 als Arzneimittel. 
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17. Verwendung des Polypeptids nach einem der Anspriiche 1-3 zur Herstellung von 
Arzneimitteln zur Behandlung von Krebserkrankungen, Aids, Asthmaerkrankungen oder 
chronischen viralen Erkrankungen wie HCV- oder HBV-Infektionen. 

5 18. Verwendung von Zellen, enthaltend das Polypeptid nach einem der Anspriiche 1-3, als 
Arzneimittel. 

19. Verwendung von Zellen nach Anspruch 18 zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung von Krebserkrankungen, Aids, Asthmaerkrankungen oder chronischen viralen 

10 Erkrankungen wie HCV- oder HBV-Infektionen. 

20. Verwendung von Substanzen, die das Polypeptid nach einem der Anspriiche 1-3 
spezifisch erkennen, zur Diagnose von Erkrankungen, an denen das Immunsystem beteiligt 
ist. 

15 

21. Verwendung nach Anspruch 20, wobei die Substanzen Nukleinsaure-(RNA, DNA)- 
Molekiile umfassen. 

22. Verwendung nach Anspruch 21, wobei zur Diagnose eine Hybridisierungs- oder 
20 Nukleinsaureamplifikationstechnik (z.B. PCR) verwendet wird. 

23. Verwendung nach Anspruch 20, wobei die Substanzen einen monoklonalen 
Antikorper, naturliche oder synthetische Liganden, Agonisten oder Antagonisten umfassen. 

25 24. Verwendung nach Anspruch 20 oder 21, wobei zur Diagnose ein ELISA-Nachweis, 
DurchfluBzytometrie, Western Blot, Radioimmunassay, Nephelometric oder eine 
histochemische Anfarbung verwendet wird. 

25. Verwendung von Substanzen, die den Signaltransduktionsweg des Polypeptids nach 
30 einem der Anspriiche 1-3 in die T-Zelle positiv oder negativ beeinflussen (modulieren) als 

Arzneimittel. 

26. Verwendung von Substanzen, die die Heraufregulation des Polypeptids nach einem 
der Anspriiche 1-3 an die T-Zelloberflache verhindern als Arzneimittel. 
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FIG. 2b 
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CGAGAGCCTGAATTCACTGTCAGCTTTGAACACTGAACGCGAGGACTGTTAACTGTTTCT 
GGCAAACATGAAGTCAGGCCTCTGGTATTTCTTTCTCTTCTGCTTGCGCATTAAAGTTTT 
AACAGGAGAAATCAATGGTTCTGCCAATTATGAGATGTTTATATTTCACAACGGAGGTGT 
ACAAATTTTATGCAAATATCCTGACATTGTCCAGCAATTTAAAATGCAGTTGCTGAAAGG 
GGGGCAAATACTCTGCGATCTCACTAAGACAAAAGGAAGTGGAAACACAGTGTCCATTAA 
GAGTCTGAAATTCTGCCATTCTCAGTTATCC^ACAACAGTGTCTCTTTTTTTCTATACAA 
CTTGGACCATTCTCATGCCAACTATTACTTCTGCAACCTATCAATTTTTGATCCTCCTCC 
TTTTAAAGTAACTCTTACAGGAGGATATTTGCATATTTATGAATCACAACTTTGTTGCCA 
GCTGAAGTTCTGGTTACCCATAGGATGTGCAGCCTTTGTTGTAGTCTGCATTTTGGGATG 
CATACTTATTTGTTGGCTTAQAAAAAAGAAGTATTCATCCAGTGTGCACGACCCTAACGG 
TGAATACATGTTCATGAGAGCAGTGAACACAGCCAAAAAATCTAGACTCACAGATGTGAC 
CCTATAATATGGAACTCTGGCACCCAGGCATGAAGCACGTTGGCCAGTTTTCCTCAACTT 
GAAGTGCAAGATTCTCTTATTTCCGGGACCACGGAGAGTCTGACTTAACTACATACATCT 
TCTGCTGGTGTTTTGTTCAATCTGGAAGAATGACTGTATCAGTCAATGGGGATTTTAACA 
GACTGCCTTGGTACTGCCGAGTCCTCTCAAAACAAACACCCTCTTGCAACCAGCTTTGGA 
GAAAGCCCAGCTCCTGTGTGCTCACTGGGAGTGGAATCCCTGTCTCCACATCTGCTCCTA 
GGAGTGCATCAGCCAGTAAAA.CAAACAC^ 

GGTACTGAATCTGCAAAGCAAATGAGCAGCC^UIGGACCAGC^TCTGTCCGCATTTCACTA 
TCATACTACCTCTTCTTTCTGTAGGGATGAGAATTCCTCTTTTAATCAGTCAAGGGAGAT 
GCTTCAAAGCTGGAGCTATTTTATTTCTGAGATGTTGATGTGAACTGTACATTAGTACAT 
ACTCAGTACTCTCCTTCAATTGCTGAACCCCAGTTGACCA^TTTTACCAAGACTTTAGATG 
CTTTCTTGTGCCCTCAATTTTCTTTTTAAAAATACTTCTACATGACTGCTTGACAGCCCA 
ACAGCCACTCTCAATAGAGAGCTATGTCTTACATTCTTTCCTCTGCTGCTCAATAGTTTT 
ATATATCTATGCATACATATATACACACATATGTATATAAAATTCATAATGAATATATTT 
GCCTATATTCTCCCTACAAGAATATTTTTGCTCCAGAAAGACATGTTCTTTTCTCAAATT 
CAGTTAAAATGGTTTACTTTGTTCAAGTTAGTGGTAGGAAACATTGCCCGGAATTGAAAG 
CAAATTTATTTTATTATCCTATTTTCTACCATTATCTATGTTTTCATGGTGCTATTAATT 
ACAAGTTTAGTTCTTTTTGTAGATCATATTA?UU^ 

CCAGCATTCTCATGGGGTAGAGCAGAATATTCATTTAGCCTGAAAGCTGCAGTTACTATA 
GGTTGCTGTCAGACTATACCCATGGTGCCTCTGGGCTTGACAGGTCAAAATGGTCCCCAT 
CAGCCTGGAGCAGCCCTCCAGACCTGGGTGGAATTCCAGGGTTGAGAGACTCCCCTGAGC 
CAGAGGCCACTAGGTATTCTTGCTCCCAGAGGCTGAAGTCACCCTGGGAATCACAGTGGT 
CTACCTGCATTCATAATTCCAGGATCTGTGAAGAGCACATATGTGTCAGGGCACAATTCC 
CTCTCATAAAAACCACACAGCCTGGAAATTGGGCCTGGCCCTTCAAGATAGCCTTCTTTA 
GAATATGATTTGGCTAGAAAGATTCTTAAATATGTGGAATATGATTATTCTTAGCTGGAA 
TATTTTCTCTACTTCCTGTCTGCATGCCCAAGGCTTCTGAAGCAGCCAATGTCGATGCAA 
CAACATTTGTAACTTTAGGTAAACTGGGATTATGTTGTAGTTTAACATTTTGTAACTGTG 
TGCTTATAGTTTACAAGTGAGACCCGATATGTCATTATGCATACTTATATTATCTTAAGC 
ATGTGTAATGCTGGATGTGTACAGTACAGTACTGAACTTGTAATTTGAATCTAGTATGGT 
GTTCTGTTTTCAGCTGACTTGGACAACCTGACTGGCTTTGCACAGGTGTTCCCTGAGTTG 
TTTGCAGGTTTCTGTGTGTGGGGTGGGGTATGGGGAGGAGAACCTTCATGGTGGCCCACC 
TGGCCTGGTTGTCCAAGCTGTGCCTCGACACATCCTCATCCCCAGCATGGGACACCTCAA 
GATGAATAATAATTCACAAAATTTCTGTGAAATCAAATCCAGTTTTAAGAGGAGCCACTT 
ATCAAAGAGATTTTAACAGTAGTAAGAAGGCAAAGAATAAACATTTGATATTCAGCAACT 
G 
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-TMMtMV&M^&Tffliffl, (cytotoxic T cell; cytotoxic lymphocyte; CT 
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(3Pj&oTl>Sfcto@BS^d s $S^f^^xTV , >5* J s MM *tt« C 

«li©CD28/CTLA-4-CD80/CD86©^© ^ ^ ±)VteM*mffit ZZblz£))U*<D&& 
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Ttt*O**»©*iWll^aa^ttCD28^CTLA-4<0 U #> K LTO^^f >f S 
iW h *)-&n&Zm01fi&fi!%Rim$ii?tlT\,\&Z£frC>* WCCD80O 
MffiftmfHt- S £ £ £ S^H* © g B&SH4«JSG>$e*©W*#£ < * * tit 

CD80(D^tfe^^D «^f5^fc btl±> CD80lC^-TSJn;i*:x CD80O 'J #> K 
T-;fc£CD28<DRj^bS£k fc3V^i|eUD<CD80® l)#> KTfeSCTLA-4©Rl?g<b 
gG&m^#*fc#tft§*3ft-tST^£o CTLA-4CDCD80{C^f 5Jfcg£$i 

ftH4#CD28CD*ft £Jt^ 2 0 fgm±T&S £ £: < rqfjgfl;CTLA-4j > Utt 
miztt i"CTLA-4j M >f >h b h fcg^n >IgGl©F cfftt&jtp^ 

(CTLA-4-IgFc) 4fflV^fc^©l^^^i^JtI^7 r ;^MV(C^^^ 
H(C*^-CfftoilT^S (B*ffifc* ^55^s II215-220M, 1997$) . 

®©«fc3fc*£#fc*tlT^*. 
®b h^tttxiJrTh-r^ (SLE) ©^x;i/-C&5(NZB/NZW)Fl^£*fc:43 

fc«*ftO»-^K:*l^T (Science, Vol.125, p. 1225-1 
227, 1994) o 

<2>£S6tt«fc*£ (MS) O^^TftSIHIWTU^^-ttKMjft (EAE) fc* 
^Ttt, *ftttft©JfiJH»4K:J:D»*iftl!l±T**: (J. Clin. Invest., Vol. 
95, p. 2783-2789, 1995) . 

(3)-f >XU>tt#tt»fic#S (IDDM) t ^1/^*5 NOD (non-obese diabetes) "7 

•> 2 7bm 3 mcDitttc 2 saiaft-^-r a z k t «t a 

Tlfe (J. Exp. Med., Vol.181, p. 1145-1155, 1995) 0 
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(Goodpasture) Oi^fr^t$5»^^i)IJIMf: 
ii^yh^m »4fcJ;D£tt©&##S:toe>ftfc (Eur. J. Immunol., 
Vol.24, No.6, p. 1249-1254, 1994) o 
(Dfc HS^asU^v^^7 r ;i/T*^SDBA/lvH7^^ffl^fc^^7'IIii7-y> 

mmmm& (cia) t?b\ ^^©^(ct^ngis^o^w^j^n^ 

>£*t-f SgSiixifc (IgGl&tngG2) 6Djg£#«]f&J£ft;fc (Eur. J. Immunol., 
Vol.26, p.2320-2328, 1996) 0 

nr jeo <fc -5 & t Mmma u > / ^©mttfli £ &m & 2 © v+hofcrn c n 

BP*n *fPJ§yu *0J:^«*BIB»»o«l^4:J/^^fiakvOPiiiicD«l 



WQ 98/38216 



8 



PCT/JP98/00837 



t^crtro-o^^y h <j WU*^«£&<MII£«^l$£*-f £- 
&©§fcftSft&»TO*#^T-£5ICAM-l (Intercellular adhesion mole 
cule-1) -^LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen-1) Izftf §tniffclw 

ct t) Pig £ n& a> o fe c 1 3?p e> x &m&mi&®m%mft<*R * m t s 
s«^s^ufcaiJiaH»3ift:«ta«ais-eftai:%Afeo 
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^ M h U-iCfctK 5 rjn.miij rjTT.2iriMj ©SB 

WW ->v>Mtir*'i7^tzo z<D&%, rjTT.ifliMj rjTT.2ftJIj 

mBmmRXfmmmU^^ (mitogen) •C&53>*tA ,, J>A 

(Concanavalin A; ConA) 1Zffl$LLTfti'&ib LfetStSib 'J W^JaRtffflflS (rSM 

i::li(J^£^#Jf I £ft£aA£££jEmufco *fcx rjTT-li/iftj r JTT 

fr£g£ rjTT-l^j £«t*) F7^7^n^ IP*. rjTT-mMj «bfc. 
£©*tM rjn-l»j ©#^fi£ s rjTT-im^j &t>" rjTT-2tt;ttj 
^«&&t>*SDS-PAGE£<fc^#ffiUfco rjn-l^j Stf r JTT-2J/t 

Glz& s #ji^bT«^36kD© 1 ft? t Its g;fcil^bT*i^20kD© 1 UT 



WO 98/38216 



10 



PCT/JP98/00837 



mitt* tm&Ma*? &zztzmwLtco 

MffWfcttx £1\ r JTT. U5vf£ j £fflV>fc/lz:>7 (panning) &£TOUfc 
77>J-*^ hJTT.liftJRj ffl^fiftD-K-racDHA4#ll1-5ii:t:j« 

cDNA£ 7P -7 fc Ufc 75 - 7 'J ?4 - i, 3 >tc «fc ConAjW* L 
b h*^jftlU>^^<OcDNA7-r77U-^e) N rt hJTT.imJlj <D±£*zi- 
h* f 5cDNA*#«lf 5 d t U 5> xtf^S/ttfc ct 0 EareM? 
S £ £ J; !K £<fr«*fc r©*fi^*J|i|k IBI^bfeo TO£LT> ConA$« 
*UfcT£*JBJKfc#U W^**©cDNA7 -f 77 ij-fr^ r T t7XJTT.mij 

id, Htttfc: lt7-y hMMMJ^OcDNA? -f 77 U MIBO r 7 y hJT 
T.l#Ugj ©*— Jl/**? 1 * 7*77-T *>>7£g& (alternative splicing va 
riant) (D±&%zi- K"rScDMA*#*rSi fctfifidU y^+S/ttHJ; 0 

r t hJTT-llnJ^j 0cDNAfc<fcD=i-K£ft37$y|ftE3aj0->W h* 

zm&Hffl& mmmffi®, ^M^ti5«mia (ip 

mom^s k t hs^v^^ov^-rn© fjTT.imfu tt^*^? 
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m & mt s ± < i? mfcfflm&Mft* x & s z. t z urn u & <> 

r cD28j &mzmi'yi-Mzm®LxmwbTim&(»f&&fc , )>>i® 
<Dm&fflfflzft5TMm%<D>)>^<nBm%mfr?x&z> r cTLA-4j ^tbb© 

©'J #> KISfcfiWIfc lt^I&7D U >«*©31tt-r SIBW rpro-Pro-Pro (P 

pp) j «^w^^nx^5o ztz, ®*/yi-n&mmmbisX&m% 

lE^'J TTyr-Xaa-Xaa-Met (YxxM) (Xaa&£>*xfcJ:ffili<Z>7 > * ^ II 4 St I* "T So ) #$H 

^J.£;W7U*W-t?-: >/3> (FISH) Scfcffliv^ r v 
*©fftgfcl\ V TCD28j RXf TCTLA-4j ©{ftBfcEl^ r lC3j t-$)5 

&tc N rjTT-i^j o*i6*SiJ»-rsci:K:J:saB*fi«ffiaV7i/;^- 
-ttK*ttlfc (EAE) SV*3»(*»IS1K (GBM) |jfe®ff;V7y Hc&4iT 5 
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ttt 5 * J $ n -i-)iSm%Pkft%*£ 2> c i: (3 x 0 £ £ Mi^i|$fi#fE ft % z. 

rjTT-i^j <Dmm*mm*MffiLs sa&g&jiu 7w^-tt^ 
ip*» #sewB\ ±a©j:-5fcLjc#Mix n^fttzmwm%mm<D rjn- 

TIB (1) 7iS (3 6) tiB«^ns^(cM1-So 
(1) T!B©^4« t Sttiffl^^Mt 5 ^ 'J ^7"f F : 
(a) 4>fc< £bMmmMt-?4 YV^y (mitogen) T-$!l$Lfc U 

( d ) |fflJia^^^^Phe-Asp-Pro-Pro-Pro-PheT"^t>^n5gU^7' ^ J WMn 
( e ) «fflfla^^(cTyr-Met-Phe-MetT*^t>^nSg|J^T ^ y ^ifi^^^-TS 0 
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( 2 ) U K fr\ BWI#^ 2 {zfBffc© T ^ y £ ttiB5U« 
2fc83«07^y||ffi5iJ4>07'^>'et:iJV^T 1 6l/<ttM®7^i#Ii, 

(3) tttfU^r^K**, E9UMlK:iatt®«ttfi9ll^&«:«DNAlzxh 

^^rsiuiB (i) fctBHo^y^r^Ho 

m (i) 72rSHuia (4) ©^-rn^tffitt©^!;^^ k« 

(6) itulB (1) Jimmm (5) <D^-rn^(zfBt6©^U^7"^ h*&3- 

(7) MfE^^ cDNAUftSCfcS^afcf S»fSB (6) iztmn&te 

To 

(8) acDNAtf> %mm^i£tm<Dt&&®m%Gtz>z£%ftmt'rz 
tuia ( 7 ) £g3tt®3te* 0 

(9) IcDNA^ E*J#^3 0««^2675M625Cffi«©«*iBflk E9>J 
4 ©Ea#*f35#M637fc:gB*©«£Eak 1E?IJ#^ 5 ©&£#^1755603fc 

ie«0«£E7!K £fc&E?iJ#^ 6 ©JM*§^357&S685(;:H3i$©JMai2^J©Oir 
ftfr£^tf£££ftiSii:-f SmflB (7) £i3«B©&fc^ 0 

(10) huI3 (6) ^tMhuIB (9) <D\,\?titHzidffi<DMfc=? £^ft5^£ 

(i i) MI3 (i o) izmMcD^tz-wmAzntzftmumfco 

(12) SPgt^§t#^FERM BP-5725T»»J 3 ft 
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( 1 3 ) iW3 ( 1 ) 75SbuI3 ( 5 ) <^t*ftj&»fcS3«©* U i7f- h*©«Sft 

mm? *> & % # u k w 
(14) tt^u^rf-Ktf, sw«2t:ia«*n*r^y«iS5((*wr*t 

h**0^'J^rf-K7?»Sifc*«fai:-rsiff3 (13) £13$©* 'J ^7*?- 
( 1 5 ) buIB ( 1 3 ) ^fciiMfB (14) £83*©* U Ktftf 4=i- K 
( 1 6 ) fflE ( 1) TJMhuIB ( 5 ) CD^1*n*fcia«©JJ« V ^7? KOHWISft 

(17) «#U'V7?-Kj& t , E*J#^2fc83tt£ft37^«E*J*«-f St 

h^w^u^r^-K-cfcaciiift^fafc-rsBuiB (16) cnaio^^^T 

(18) huI3 (14) fcffi«©# U ^7?- h'J&rtf-^b < iimffB (17) 

( 1 9 ) buIB ( 1 ) 73rMHul3 ( 5 ) ©^"f ftfr£§3i&©* U ^7?- KftJBURft 
««fct h©*«^D7*y> (Ig) 0«H©€«a**fctt€#«*©-*i: 

(2 0) ^fiyorg I gGT**£fc*tt«fcr*«MB ( i 9) £13 

( 2 1 ) S*tR«©-»tf, IgGfiDb>y««, C2M^>MC3hV 

-rSBuffi (19) C3att©»£tf U^rf-Ko 

(22) tt^y^r^-K^ EW#^2fcK«*n*T^>'«E5>j**r*t 
hft*©sj«>;^rf-Hif*5c4:*«fafcraiwa (i 9) TjstMB (21)© 
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(23) huIB (19) 7}MbuIS (22) cdv>1" fti&»fc:ffi«®ia£!t? 'J ^7^ K 
(2 4) buI3 (2 2) {c|3«0»^y^rf-K3!J t ^;i/7-f HS£fcJ:!>lS 
( 2 5 ) 8513 ( 2 2 ) £8B*0*£* V ^7^ Kg U < ttjftffl (24) tiB« 

(2 6) &E3£ifflj««^ iB^^E*Ac(i/'U;u^-t4« > 0^^fe(i 
»JSiftfigtt©ttif6iJ(cfflv>?,iiSCt*«rtai:t-a|l|8B (2 5) £8Btt®|g&jtgjA 

(2 7) buIB (1) 75 Mia IB (5) ©^1"ftfrfcI3tt©# U ^7*f- f\ ffiB 

(13) (imiBB (14) £§316©* U ^7f- h'^fM-^fcii^^ U ^7^ K 

(2 8) mvatw. *u-±)vmt"c&zz.h&ttmttzwi& (27) 

(2 9) IE#J#^ 2 fci3«£ftS7 > 5 7M?iJ 5* 'J h\ huIB 

(14) fcga«©#y^7*7- h*BJrM-tfe{i^U^7*^ Kfr&fltoSSftat 
*©*fflj|S3l®#^ fcfijfott £ * t Z> * S 7 D - £ fcfc ^ © -g|J„ 

(3 0) mB (1) 73rMHulB (5) 0l>rtifrfcIB«0* 'J ^7^ KSfcttK 

* ij ^7^ h*(c«t »)«tj58*nsiffljia*iS^?{3Sifi;<4*wr s^y ^ d-^-;hs 

©ftffl#, SMHtiftM FERM BP-5707T'ifcS<J£ft3/W7'J h'-Y^tS^ 
(3 1) buIB (1) 75MhuIB (5) ©^1"ftj&»fc8Btt©# U ^7f- KS fctt^ 

* u ^7^ Ktc «t o«ifi6*na jffljft^a^tsisttiwf s^e 7 7 
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(Ditmtt. wxmt^m^ ferm w-vtwzwm2i\ZK<<7v Y-^wm^ttt 

(3 2) huIB (2 9) tffi«CD*y *P-±;utt<**fctt*©-*fc*^ttfc 

ajsuiij£tt©«is«jtffl^?)iisci:*^fafcfsa«riB (3 2) fci3«GDEassfij5& 

(34) huI3 (28) 75MiiuI3 (31) (D^-ftlfrlZtm®^ J V 

(3 5) huI3 (1) {3H3fBO^'J^^K^D-K-r5ji^T**oTx EM 

(3 6) BUI3 (1) fc8B«©*U^r*-KT*oT&*J#5 5fciBtt£ftaa 
is * 13 J; 0 3 - K £ ft 5 r ^ V & @e^ij S W r 5 v * ^ © * 'J * 7 h* # 0 £ 
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mm^ftitmmLtcV >^m±mM (Thymus-derived cell :T cell) tW&ti, 

SiBIC&So CD3M;b&T«&v-ft-T*&£o ^©ffe, T«iCD4£fcfckCD 
IfflB (Th»S:helper T cell) N &ttoMJ&£.h*)^xm&fc%tl%imt% 

mmwmmmm (icmm •. cytotoxic rceii :ctd ftzmt^-mm, bu 

*ftW\sTMmM7U)U?-*&Zt^7 *t?*-mM (effector T cell) & 

mauu *«ftJW»^*n«^*jii*fe-rs«t-5fc3atsMijia^ ^m^buMi 

fcUT««2UT^So ^SftbfeBlfflJiacDMtittlgMfclgDjyfc^t:**), JftJP#9* 

^t«*> e> © > ^^-^T-^b-r 5 igM©g£#j#;ijD u c*wffls©foii&igte£ffi 

*)IgG^lgE^ I gAtc^fb ^ft^fto^ ^©ft^H^u 

t- zxotttZo m$&mm<Dft&yuzn)>& s gkmoigt^oztx-sigt^ 

TM&X&1&<m!&X i b1&\ ( ^)>rtJ&Xs LGL (laege granular lymphocute) 
(null cell) fcnf fcfft &*>©#*£ 0 ,!©«£&, 

: natural killer cell) t &^£>ti£ 0 
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- (T cell antigen receptor : TCR) t<ztm&mMM±<DiKm'<7'? K hMHC*5> 
X 1 I#^©&£ft#if££- Us Z tlfc £ o T«f*J-C-J±<,> 3 ^ 5 &£ft^Mfb 

$ s -&m$tifrt£i? $ corner ^ x ift?t%feLtzm'&ftzftm bxmmmmc 

■?5o Cin$:^^^CD8«Ti|fflW^ii-rs^ c:©|gprt-fcfc££^©«£ 
^1-5Ci:(i*VNo m^(C»UfcCLCDT|fflJia(iIL-2b-fe7-^- (IL-2R) 

5o CTL^<braofc^5ait'f h*>r >ttiL-2«3Ep»?-e«c<s iFNr-^offe 

HttThl« (IL-2^IFNr^irS^r-5CD4Hm«) #IrI £ 4 (I fi* 

Momv&teKxbs m®mmf&ti s tmi l zfcfoLxii-2i3:z*m&Lx^zM 

^*$)§o CDSBBttTiPffliatfCTlt^flsf Sfcs »f WCWij)0U<5o £ 
embrane attack complex : MAC) <fc < £ tK ^^flSMWH^^fet^S 
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Wm&3bZo *<D4k, *i)>7Ut7~ tf-^LL 7ur*Wi]> (proteoglyc 
an) ££&^l;ftTOSo £tz, CTHc^bbTtSB#iJ«*SttSi:IFNr,' LT, 
TNF*SV>iiIL-2«ctroU >7*i3-<>tiftr&tZo £fc> TllglMillli 
PHA) ^>3>*±M-iJ>A (Con A) fc£jfcUTgiMb&fe4 
gifcs S«ffi*JW»*SW•TV^&V^ttJBOJg8«iTi(BIJla^±^ #±SST« (restin 
g T cell) tmtti, «©*#£#/J^<, ##*»«BtM^. *!l*ftStt* 

L-^-r<^So ^©ct-5?5:Ttt&rS^bT« (activated T cell) tW&» - 
ffiOfti&ibmmt, mmmM (memory T cell) tta*).. m DJ5t»Jiilfc£gttS 

&±mmm (resting B cell) £W\ ^ffi©ftJii^CD40LT-#J$(£fts 
&£bfcJ;9&B«£r£ttfl;B|fflfl$ (activated B cell) t^Oo &JiJOJBfflUB(c: 
(A, B7-1 (CD80) -?>B7-2 (CD86) (DXoftnXrJ UM-W (TCRfc^b 

T*)TCR**!l«f S^lfe, CD40U#>K (CD40L) &$BS;*-I*fc DV?** 

£ #itWB W(C Hf^ U "C <DCD40£$ !|»f £ i: £ ftT (,> £ 0 %m<DtnMW 
®(DCD28<£*iJ^[LT€C7)^;bA , -Ttt^fS^bU CD40L£&3S£-fc>-fc U> 
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fcrSttfbBlte (activated B cell) t^Oo £ <bl£f&mmM£te oTtaM^tt} 

mm&SkfoMmm (antibody-secreting cell) tWSJ:^*^ 
(iBHIW(c^^©$>smi:ftOs SH« (plasma cell) tmtftZ (& 
&^©*nl& *-A*i(1996)) o 

£#^o ±IB©<tdiC[5lD , J >^STe&oT*K ^©iiJIgCDM. IP^ 

nm&mtts m*>s mm&%*>^7mz. -mz s mfav>%%. • ftiwn 

0£i:£4$g!fc£UT£*)s HCAM-lj (intercellular adhesion molecule-l), 
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i"VCAM-lj (vascular cell adhesion molecule-1) tnZOft^lPfttoftX^Zo 
Site, -f>5 i y>J>7 7^U-{;Jgf a/tf^uSrj^-ffii&Z 
ftWLtL, i"VLA-l~6j (very late antigen-l~6) s r LFA-lj (lymphocyte 
function-associated antigen-1) \ fjiac-lj N r p i5o/90j &£#fcJ«3ftT^5o 

GF$ M-f>, M^K^-T >MU rE-bu^^->j , rp--b l/ / 7 f-> J 

K's U >j , rp-^j U >j CD447 t ^ 'J rcD44j 
ftT^So 

itftWJ^v?- (RA) ico^td RAil»Ci5MT, rffec-lj £ 
r P 150/95j ©^©^tftg&LTV^CI^tf^^ftT^S (Allen.C et al. 
Arthritis Rheum., 32, 947(1 989)) 0 £tc, RAfiflreteu HCAM-lj 
£&<s ^-o^filfte(c^LTVN5Ci:^^^nTV>?) (Hale.L.et al.Arthr 
itis Rheum., 32, 22(1989)) „ r£LAM-lj bftWtM^nfoMMV&m 

fcw-^L-t*,^ cft^#^©3iS!i&giy:, RAM®M4ncji£fts#*$©?i$ 

(n^mmm^<D) £5^UTV^c:h#^i&£ttT^S (Laffon,A.,et al. 
Arthritis Rheum., 32, 386(1989)) „ £<d£, rcD44j fcRAriJUfc *>H^ JfoWfi 
MR A^M«{c^<^UT^SC^^?gS^tiT^S (Heynes.B.et a 
1. Arthritis Rheum. ,34, 1434(1991)) 0 
£tz, ^IH^U^V h-^* (SLE) 2l^«^CD^Slth<D^(COV>T 
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<DM&M\tHti s &t>tlX^& (Haskard, D.O. et al, Rheumatol. Int, 9, 33 (19 
89)) o 

),j?-uj*y-u mmmfzm?T'$mtzt ncm-u i$%,Mtz>z.t. urn, 

m&tnMMtO? -7 Z#-Bl&tf, Jn riCAM-lj iKfalz&QWMZtiZZt. 
tifinggtlT^Z (Weetman,A.P.,et al. Eur. J. Immunol., 20, 271(1990)) „ 
B&Z'l*. J¥tM®t&feMM®<Dmm& riCAM-lj t r LFA-3j , l"LFA-lj t 

rcD2j t^o2^(Dm&T*fitetDftzc:kT*z<Dm&*mto£ : &s tamcD&Tii* 
& r LFA-3j &^4)izmm(D®A.tmmMiz%i<%mi,, ncAM-ij #jff&©*i 

JS{Cj;<ffiKbTV>5^^^e>, H,FA-3j #-W;i/*®$|&{Cil|^U £fc l"I 

cam-ij &TM$&^<Dm>m$kK%feM£ #&&%.jfo&m& lt i) zttfmmzh 

TMSo nCAM-lj lt«T*HBcin;MIH4OfFil01liao^« U >smt<DMffim®M 

-ij mm&mw%^m&ftm&w&m%&t)bm<, &tzmmm&m%v>o*> 

HCAM-lj 3^«BliaoW*Ogfti:ffli8rSi:©«S*3a:*nTV^ (Mod.Phys. 
15,(1),73-76(1995)) „ 

tt£ HCAM-lj <D§m (Poston RN,et al.Am J Patol, 140,665(1992)) ^3 1/ 
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*TB-frlfll&Vy-*<DW}Mm<hmz%VrZ r VCAM-lj <D%M (Cybulsky MI , Gi 
mbrone MA Jr. Science, 251,788(1991)) tlo^T*8£0iJ#&£o ££>£gi£x b 

h<DMMmtmz#^xt) i"vcam-ij tfftmbT^zzttfngztiz&i), % 
<D%mtP®tz ftmzi&jE u tz ^mmwrn t mt/-? *P77-s;ic&<^#)ipft 

fc:ih#$R££ftTl>-5o tfex «!7"9-^*«ktf h MWJRB!flsJftfc*V>T OlCP-lj 
©^TttijMBttfcft-CEtK TMCP-lj W/Y^P7 7-^0IM^IT 

i&M^bm©ff^S{£iiUT^?)i:v^^*)$.s (*u> h^7t:-,i2,(8), 

1485-1488(1994)) . 

>©fiTifeiisa^ ss^ftiitt mtE-* k^uxdcdna* 

#A1-2.i:M»t4^WJ^n, Sfcfc, E-*K^U>Jn;jfii»*8lin-rSfcfi»4 
#®mf S££#mffi£ttT£!K E-* r-^U>©&^Tfc«*Bra©fi!ltt© 
ffi»fcM*J&W«;*ftT^3 (Frixen,U.H.,et al. 113,173(1991)) 0 HP&CDJ&fc 

Tfc*a£fc©M«#fctt£ftTO*o £fc> rvCAM-lj ©U#>KT?*S r VLA- 
4j 7 y-v N ajfi&^-c^^f Sdt^ffi^nt^Dx c 

n 6 ame^cps lt ita'grt^iBiiia-NCDifmtziijffl $ ft s Riia43&»^«* ftr ^ -s . 

t^S (Takada,A.,et al. Cancer Res., 53, 354(1993)) 0 

-#s cftfc&igfl^fcfiltoi: Ufc£Jim©I***&;*ftT^3o 
ffi^y h riCAM-lj ffltifivy hia*J$i4HHiife J E7 s ;i/T?©ifti£SJ«!i*§ft<» 

m^Ttts J/E HCAM-lj ft#£&4-f ££££cfctK MWiftOie&jWiPfcJSft 
Sdh#$R££ftT^S (B**#&&i££|& 14,(6), 571-577(1991)) o S £ 
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* hiH^Mflaoai^» J ? 5 SP^ttJ^J■r5c:i:3{)^^^n•rv^5 (Yamada,K.M., 
et al. Cancer Res, 50, 4485, (1990)) 0 

&m i§© <d «t -5 * ^ * ja x m.%m \z mmz n s * © r* t* &v>£ttia 
je-rs«3flr*iii-o fc«*Wfctts (#u*n— cuw*s 

n>*-^A*U>A (Concanavalin A; ConA) „ U^^Hs ^ h 1/ 7* h U S/> S, 
(lynphoblast) »Sl>tt*ft^«liafc*Of«ns UW^tti('J> 

;tss N mffis #fts >;wt* sw^if) ^jfii«[*'K:#«E-rsu>^» 

^i/^HfflJSfcfl'JSSi'U £ e>^Ti9Bi|g{zo^TttCD4BH4«llJjai:CD8i©lxiWllia{c: 
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cdmmmmi*. fcm&mmmizz^T&mztitzVimizKjfotzk., 
Jim £ n s macm i < <mt & o . tii$m©»i£i(;: ft & & w- s &$> z » 

^tf)ft^ -tr 'J>7Dr7- fc?-$>LT s rDrtyj*> (proteoglycan) 
£nt^3o ^fcs CTL»C«'flsUTinJSJW»*SWSi:IFNr> LT. TOF&Sl^ttl 
L-2&£0U> 7**4 ?S&<bCD8llt$TiSfflfl&tfci, d©J:5&ttMI 

CDCD8^T«^}iTo 
Tfflj&ttffljfii$ft&& PHA) ^>3>*t;lU>A (Con A) KSJfo 

uTSflMbsa*^*-^ io«t-5«cttffioT«ijia*)is^bTiiij!afc^sns« 

BtffflflST-fclU B7#^£&3IU TCRi:i:* ) (zaffi©CD28S$iMbT j e©'N^^- 
T»£rSt!fefbU CD40L£&3!£-t*fc>)> 'J>7t*O§l4bfe0U iPJjft 

(C&ofcB$Bfl§ (^^Mfla(antibody-secreting cell)&tmHiffiIfl$(plasma 
cell)) *fSttflsBMKMCd*n5. 

A^-mj >A (Con A) ^fM^nfcM«*)fS^bU >^«t^*n5. 
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t> b < (iff in u 7 ^ y * Wf 5 A x <d * > ^ * ^ & t>* u * t* % £ 
#18$® r«^®^j th, t^*, ^i/^y h&WV 

( a ) t h x > (mitogen) TJW« Ufc U >^g$*ffl 

(c) mm&mftttfrm&%%?%$m.\& s cD3{c£j&tx4wr3ifi# 

( d ) «BlJ}S^^^(CPhe-Asp-Pro-Pro-Pro-PheT-^t)^nSgP^7' ^ J WBfflk 
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( e ) WP*3M^^Tyr-Met-Phe-MetT^t>^tlSg|5^r * J Kffi#|**-r-5. 

( 3 ) iayj« 2 (cieis^n ^ y mm £ fc&^T ^ > mm tmnm^m 

( 4 ) IE?iJ#^ 3 ©liS#^2675S625{CHB«l©^SiB?iJt J; »? 3-^ti57^ 

y $?sb?ij * \±m. 7 ^ ; mm tnwmzm-cDT*; mmn *m t s * u ^ 

( 5 ) IB?»J#-sf 4 (D^S#^357iM637(c ISiBOig*iB?iJ C^n-h'^ft*:^ 
y ^IB^J ^ fetter ^ y i:||M^{c|5i-©-7 5 y K^iJ* ^ U ^7* 

( 6 ) i5!lff 5©*S»^175£6O3fcS«0JS»E#lfc J; 0 □ - F^ftST * 

*K (SP*k ""v^^JTT-ltrbiij Mt5^^7f FOT^iift) , 
(7) iS^J#^6 0J&S#^35#S685£f3ffc0i&*IB^J££ *) □ - pgti&T K 

; mum $Ltzi±m7$; mmw t mmmz m-v>7 > ; wsm * % * u 
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(8) sis$wiE#-tFERM w-572mm£ft&Mnumfo£.mx£titz*wn<Dffl 

* h* (IP*,, r t h JTT-IJJtJ^j *m$Lt 5* 'J ^7"^ K&tf ^<Di8#ft) 0 
^7 r 'J^^-^a>^ff^^^{i > , 50%©»lift^1"5iaft (Tm) ©i 

Tm = 82.3°C+0.41x (G+C) %-500/n -0.61 x (7*jl/A7U*) % 
?ag=Tm-25°C 

100JS*W±©7 , P-^ (G+C=40~50%<DiS^) £fflv>&i§£-fc:tts Tm 

#tib (i) aw (2) (Dj;7t:i:ibt5uhsi$no 

(1) l%^Z^v?-niz s Tm#ttl d CT#3o 

(2) 7t;i/A?^ h* l%m^ Tm#0.6~0.7°CT#-5o 

(A) 65~75°C (7tM7; KMtfJO) 

(B) 35~45°C (50%7*;UAT* K#£T) 

(A) 45-55°C (7^A7? K»b0) 

(B) 35~42°C (30%7^-;i/A7 ? ^ K#£T) 

gcfcs 23^SJUT©7-D-7SfflV>S^©MS^{i> 3 T'Ctf&di:*) 
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&j£=2 4 Cx (A+TOKC) +4°CX (C+GcDg&) -5°C 

z (nmm^mm- ^B^^y^ry^j U992)&£) 0 

^bru^T^u*?- Fmfe$*m£mmA& (gapped duplex) m 

«tiiD5^liSMl(:J;ot7>yA{:MtiS#Xt5m Bal31# 

'J 7 b*?- (gapped duplex) m*. 0iJ/LfcfTi3 

©«t-5tcff -Sd^^SSo TW>*-^g£*>oM137r-s;^7*--«^ililg 

* & ^Mi3^ 7 * — cdrf imzftmmmmmt & t> u ±ia©-*$i7 

7—>*DNA£ig£LT«£^ ^--^S-fr, Tgapped duplex DNAj fcT&fcS* 

So unc^isiAbfe^'j :J7 7u*^ Kfc/wru^vxsttx dna# 
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ftfcDNA£$lJiafc:#ATS^ DNA&S¥l§fcfc**tf >^>(±*> h S/>t N 
;u(iTx->i:^^>^>(i^^>i:^a^&B^-r?»fc^ r A: Tj # ro : Cj 
^ rG;Cj # r A:Tj ^tSgll-So lll^{c(iffiMMSbfc-^DNA»TM-$ 
Tgapped duplex DNAj f\) ?j 'J ? l/tff- Kffi 

J£^*H*A (gapped duplex) mtmmtzmftLT&Sm&AMtti&X^o 

(Gly/G) ^<J^>, (Ala/A) T^->, (Val/V) >ty> % (Leu/L) n>f 
S/X (Ile/I) fyD^» s (Ser/S) -b U > N (Thr/T) ^l/^-X 
(Asp/D) TZJm?>m, (Glu/E) (Asn/N) 7*;^*>, 

(Glu/Q) y;i/**> N (Lys/K) ';^>, (Arg/R) TJl*->, (Cys/C) 
^*5r-f> % (Met/M) y^^->^ (Phe/F) 7x^77^x (Tyr/Y) 
^D'»v (Trp/W) h'J7h77X (His/H) t**-s;>, (Pro/P) 7d 

ji ii-r s mmmmmm & t* * t> > c ® mum®* u ^r?- k © i £ a 2 tc * 

&Kfca«gU ±#fcbTfflISM8«(extracellular region), &ftilft$(tra 
nsmembrane region)St5«R^(cytoplasmic region)© 3 -D<D£.ffiffl,frtbffi 

onomer) £LT, lifcfcL IrI-©T ^ J * 9 1 ^©H&S^teg 

^cST^ y^E^J^WrS^^t^tc^n-en^^^-r v-(homodimer) > 
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o^Y- (heterodimer ) ft £ V U if t - (origomer) bT#£f £ CI 

afsattmajas d * © n *jsx * & «* c imsct^ jp $ 

ttJKrt©«*K:3l*lli>TliBKrtt:#ftrsiW* (fflttrttttt) 

r t h©Myn7U> (I g) 
«J$©-SBj fctts HuMO«t-5*fc h**CDft«^pr»J XDMffl (Heavy Chai 
n, Hfl) <D feWm® (Constant region) . F cfR«*fet±*ne>0-j»**i* 

7'J >T<&oT mfcttCtt, IgO (IgGK IgG2> IgG3S 
tFIgG4K I gMs IgA (IgAlMIgA2) N IgDMIgE^ 

»*U(t IgQdgQl, IgG2, IgG3gb 
<&IgG4) *fcttIgMT?*3. *!6B^(c^{tS#{i»t UVN0iJi:tT(±> 
thft*©I.gG (IgGl, IgG2. I gG3^L<{±I gG4) £H T & 

M^0 7'J>lt 2o©«|fi:fti (Light Chain, Ltl) £2o©ffi|Blfc 
Mm (Heavy Chain, TO) ®4o®i^ VZJiyj (S-S*££) "C 

^lfcY»M^Sft5. gfttiU (HBI^ (VL) &tfe«£tt 
M^g (CD fr^i^nSo Smtis (VH) (C 

H) ipf,I^n5o 
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£tt£ftffitt& (IgG, IgMs IgAs IgDRVIgE) 

(I gG 1 N IgG2, IgG3s IgG4s IgAlMIgA 

IgG (IgGl, I gG2, IgG3MIgG4) OSttttx N*$Sj;&»*> 
iltw, VH, CHIM^X t>s;«« % CH2 M^>&tfCH3 M^>fr6 

ITOfc I g G 1 ©£«», N**b»e>*fc, VHs Cr.lM>fX 
Jfc Cri2 h*pW>&tfCr>3 M-f >*p&«jatecft3o IgG2©gg5fct s 
N«fr£JIlc N VHs C72I M-f> N Cyz2Ym>JkTIC 
Y23\t*'(>fre>mm£tlZo IgG3©iiii, N VH, Cr 

Zo IgG4«t N****P&«fc x VH, Cr«lM-f>* M>¥W&» 

I gA©lili, N*ffijfre>Jit:, VH, CalM-fX t Ca 

PHBCI gA l(DmMt±s N*«|fre>Jifc: N VH S Ca,lM^X b>y« 
Ms Ca.2 K^-f >MCa.3 M>f>fr?,i^na B IgA2©I«tt, 
N*^^e>lfi{C, VH> Ca 2 l M-f>. Ca 2 2 M-f XRtfC 

a* 3 >fr ft £ 0 

IgM©£8itt, N**fre»JBfc, VHs C#l M-f>* C/£2 M-f>* 
C^3K^^>MC/z4^Y>^A,I^tl, IgG, IgAMIgDC 

Ce3 K^>r>SVC£4 M-f ft, IgG, IgA&tflgDlc 
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^ 2o©^|bi^smm-/& j ^^;u7 ^ F^t-i^ife i oof c 

(fiLL. rftg^f FUiry Kj ^ MSg2JiS, ^65~75M, 1 
9 9 2 mrl1£%fi > rg^g^©^^ rftaaogftftftj s |g 4 
~7J^ 1 9 9 ffitt.m%fitemm) o 

£b<lis C 1 M^>£*<£m^$^iFc^i^e$>3o UtttfJClfcJu I 
gG, I gASfctil gDC^ttt, ^©t>» C2M-f>&tfC 

2h*^'i'>, C3 M-f >&tt*C4 hV-f^^A^Wflff,^, i:t)t» 

> (Ig) ©S^<D^mM^^fe(i^m^cD-gfJj £fr£&£ji6i!rtf V^-T-^- 
^mpI^O-gp t<Dm&* U h*T*& 0 s mzt& £ b < fc*#&B8©tf U ^.7° 
f KOWf^ilbh I gG(Dl^Ot>i;m CH2 M^>#tfCH3 K 
^-f >fr£&5MJ$ (F c) tOlfe^^U^r^ HT'^So IgGtlt 
U\ IgGlWSbK ££s ^McDtfij^T-?- K£bTfcJu bk 
Sfcfci^yh (#£b<fcfcbh) Wm^'J^HTOlK 
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-cjuxvm xt SDNAfc^DD-H^ns^y^r^ h\ 

(2) BJU#^2CB*©T^y«E9U4:6 0 Xtt±0«Htt**rr37$ 7® 
(5) E5>J«4©JfiS#^3575S637fcB«©JfiaE5UfcJ: Du- K£ft57>S 
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(6) m?m^5v>i&&&^i7bmmzmm®i&mimz& on- FsnaT'* 
y ^e^ij * r x s wm\ tnnmzm-<D7K; msmitut % # u 

(7) IB^J#^6 0JMas^35^M685(c|B«g©^*@a^!j{cJ: t>3- K*il*7 5 

ft) o 

(8) aPS^FtES-tFERM BP-5725a»J*nS^5tfeift<*:t:#A^nfe*«WOM 

( i ) iajwt i fc8Btt©*aaaj>j3&»e>*sDNA, imdnai:^ h u > 

( 4 ) BftlM 3 ©ffia«2675M625fcffitt©JI£Kai£3trD N Ao 
( 5 ) mnm^ 4 ©tt»535ttM637fciBtt©**K0J*£frD N Ao 
( 6 ) K*l«- 5 ©*M^l^M603t E«Ottl6iafll*^tf D N A, 
( 7 ) ia^ij#^ 6 ®*S#^357>S685CIB»©iaSE5U*^trD N A 0 

(8) mmmtm^fm w-mmm£n%w*nm&mzmx2titz*%w<!)M 
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&x*y> (0|*fc£ N CHI t>y««, CH2 CH3 

CH4 M-T h*-f£DNA) CDBBfc>f > h D X 5 t£>f J 

K>fr£$tf?S£ftSDNA£^tro 

Ztzs MODNAIi, V^&S£&T'f#e>ft5*©T'&oT*>J:V>o 01*. 
£mRNAfre>M<*ft5*B*SDNA (cDNA) % f J AD N Afrf>jB$i£ft 
fb^Mtctot^^nSDNA, RNASfciiDNA^ii: UT 
P C R &T*lg4i £ -ttT f# £ *t £ D N A £ £ CI n O £ & £ j® ^ \z Wh^ t> 
^£ft3DNA£&:£T&^-r£fc<Z)T'&5<> 

KOmRNA^?,cDNA$^D->ftt5m y > AD N A£#8tLTX 

( 1 ) «BJ0^>;^7*^ FOmRNAipf, cDNA^^o-Wbt 

®^'J^7fK^D-HnmRNA»t5o mRNAO», MpLI*? 
T-Vy^^'yT^-Ym (Chirgwin J.M. et al, Biochemistry, Vol.18, p.5 
294, 1979) > M7*;-Jim& KttAGPCa^fiWg^^tilU 
feiRNA^t'Jd (dT) -fe;i/P-^^iJU--b7TO-x^(3«J;S7*7^ 

fife, Wmtt-h^iiCDlim (^1/*j.7-- fe;WW:*DiJ- (Mol.Cell.Bio 

i.) x m2%s mi 6 is, 1 9 8 2^Rvmt& m3m, m28om, 1 9 8 

3*f) H77> (Hoffman) ($;-> (Gene) > SS2 5^, Sg2 6 3 
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H> 1 9 8 3^) SfcJ; *) cDNAIBft^rtU cDNA©-*$icDNA^CD 
^>y»* ^ISCIIIA t5ui:{aDcDNA7'i' 

PME18S, AZAPII (1ZAPII) N pUC19 s AgtlO, Agtll^#0i]*£*l£>o fc£U 

KfccDNAfcUfc&ttff&fcUTfciu ^"JX-Kv-Tt 1 ^^ (Maniat 
is) <b(Dl5m (^El/Jri-? — £D — 7-7^7MJ-'7-i7il/ (Mo 

lecular Cloning, A Laboratory Manual, second edition) s zi— ;UH^7*'J> 
^n-A— h U— (Cold Spring Harbor Laboratory) > M§1.53Kx 1 9 

8 9^) izmm(Dijmte¥-tfm?t>ti2>a ztzs 77-^^^-ccdna 

*Mfo&t$l5tikblsZlZ, ha> (Hyunh) e><Dl5& (DNA^o-n>^ N y 
7^f^ib77D-f (DNA Cloning, a practical approach) , SI49 
M> 1 9 8 530 e,ix5o Wfflfctt, mHE4)*n-->y*y h (0! 

^U*^77-^^-|±, Illl E. c o 1 i : XLlBlue MRF\ 

DH5a, HB101g;£fciMC1061/P3^) ^©igl&?g±(C2iEA-f So 

■ h U — • vr. a.7))/ (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, seco 

nd edition) s n— )l MriJ >?V\— h U — (Cold Spring Harbor 
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Laboratory) , ff§1.74M> 1 9 8 9^) fcffi«©Jfifc* AS SfcttttHb 
*;w>»7A/JHb;i/fc:y»J/Aau hD#u-i/3>^|fAtmnSo * 
fc, 7r-^7*-£?i£(;:#A«#&£LTtt7y-$;DNA£>f >tf r 

So 

±IB©^^{c «fc -3 Tff S££ cDNA7-f77'J -fr e> ^ *%W<D* 'J ^7" 
f- K*3-l<ncDNA*fit5m HttW&cDN A* 
& * t> -B- 5 C a iZ X o X ff 9 £ £ #T* * 3 o 

U »3Dr-;W7ijy^"-i/3>S (7 7>^a.*-f > (Crunstein) 
£ > 7Di/-r>f >^t^^st;i/73!3r ^-t^'f x>^ (Proc. Nat 
1. Acid. Sci. USA) , 317 $3 9 6 II, 1 9 7 5^) UfcttT"*-*^ 
-f 7*V ¥4 ^i—lz-a >fe (Molecular Cloning, A Laboratory Manual, second e 
dition , Cold Spring Harbor Laboratory^ ^2.108 Ms 1989*f)l3,fctK 

-*f^«b*«w©^ u Y<om%.m&it p c r&ic^ d mm u 

u - K "t 5 D. N A Br Jt £ Wt 5 * n - > £j!iRT£ ^ffill^ff p, ft S 0 

cDNA4«SU^^^- (09*.«, AZAPIl7r-:^7 7-) £ 
ffl^TfflRl/fccDNA^-f 7*7 'J-*ffll>5«^t:J±x *«flli©sKU^7'^K 

T3Ci:#-C#3o Aiic^P->mt5i^[;{t PCRM*Jffllfe7 
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(Maxam) bs Proc. Natl. Acad. Sci. USA., ^7 4i N i5 6 0g> 1977 

(Sanger) <bs Proc. Natl. Acad. Sci. USA., £5 7 4=^ 115 4 6 
3-5 4 6 7K, 1 9 7 7^) (Ctot^tSut^^S, U^. 

* d - > & ^jRggnii^ k: <t »3 to s mi- c £ j: &m z* z 5 o 

yADNAfrC)*»^U^ h* £3- b*T5DNA£i|i|&tt ££££££ 

t< li s d s sfciiT-Dft- ^k^m^t^u 71;- 

=3- Kt-S«fe^OifeSlJ*fet±--ffl*«|IS»JR^t:J;f3«l»jmu«l^So 
^ AD N A (^*DNA) ##A£ftfc3;U F^-T 

(3) <b^W^fc«fc**«W©DNACD«5att, S««K 3, 4, 
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£ n - H f S D N A & ft & (C J; t) MB T £ C £ tc «fc o T HK f 5 d # X * £ • 

0iJx.fc£pBR322, pBR325, pUC12, pUC13, pUC19&^ 5 h'^UT^J 

*fefpSH19, pSH15&£\ ft%tm&&77*K \*£ UT0J;tKptJBllO N pTP5, pC19 

OH^IiO-f;^ (pVL1393, -f>tho^>i) WW^*n*. 

ttfcftJIBSft&^o 0iJ*fcf> pEFneo (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 158-16 
2, 1994) , pEF-BOS (Nucleic Acid Research, 18, 5322, 1990) , pME18S (UK 
E^SW rite^x*/\> K7>*j , 1 9 9 2*M$) ifeS^ttpMAL C2 

lS»i:bt« ftfc*»l8*fl!v^»£x -jRt»a^^^~tt^ft< 
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NA, x>^>tf-iBaU *«IIB0!l?U^7f K^u- K-TSitfe^© 5 ' {IJ*3 

-*tttt> T-Dt-^- ^l/-^-*«tV Shine-Dalgarno(SD) £8j 

Sfj&Kl&Trprn^— * — % lacT'Dt-^-, recA7n€-K A 
PL/p^- lpp/nt-^- t a c7n^-f>-te¥%$ts : b<Dl3 s 

LTtts PH0 57-p^E-^- N PGK7D^-, GAPrDt-^- A 
DH/Dt-^-tfflff,^ ti^/^/WIiOS^Ii, SLOim- 

SeiftfWfcftSo *?*L<ti\ SV-40, SR«, U h D ;Mtfc5o 

h^tLm ^^->3F> (AT G) *s^J^^n5o 

SfflO^lhn K> TAG, T G Ax TAAfc 
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^tn5o * h*fcLT&> E. coli flir^X^ h'pBR3 2 2, 

4>U<tt*0AXl«tfji$| (pBR3 2 2 £jiMi&ftJI©#3jlT-4fflJIUTf#£ftS 

NA#> ^fcDi?Lifrtl»T(ir7X^ KpEFneOs pME18S, pRSVneo ATCC 37198, 
75 *S KpSV2dhfr ATCC 37145, f^T,* KpdBPV-MMTneo ATCC 37224, 
* HpSV2neo ATCC 37149^#<fct:f £>ft£o 

aifi^iiwafi^fcUTtt, yti»D»u^^— b (dhfr) aft*, 

-Hf*ffl^S7^^-i/3>^CD^fc:«t»)ji^«;DNA77^> h (0H*fck 
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m (x^iijjp7ii, ^)ixmm) , mm (-tf-y^n^-fexjg, v*7m 

i&£\s<lttMffi$>2>U&m ! ®)MMT*&K)s I^tl^il (DH 5 cr N XL 
lBlue MRF', TBI, HB 1 0 1^) , •?'5X&&MM (COP, L, C 1 2 7, 
Sp2/0, NS-ltfcttNIH3 T33Q , ^ -y hfi*» AAX^-fi* 
» (BH K, CHO-KliJctt/CHO^) , V)l&&Mm (COS 1, COS 3, 
COS 7, CVU'itfVelo^) £ <fctf b r (HEK293, He la, 

2{%tt.1&m&MMlz&&-rZMM. ^xD-Y»WNamalwaf) & 

smut *-<Dfe%.mu^v>m\ (mm&rn wnfeX) ) 

MZIZ, mm (E.coli, Bacillus subtilis m) #J;Lfc£Cohen£><D# 
m (Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 0 6 9#, 02 1 1 OR, 1972^), 
7*P h77^ h& (Mol. Gen. Genet., 01 6 8#, 011 IS, 197 9 
^) *>:J>b*^> h& (^-^l^T^l^a^-wW^-py- (J. Mol. Bi 
ol.) , £5 6#, 02 0 9 Ms 1 9 7 130 £J;oT, Saccharomyces cerevis 
iae©^^-(i, #J;?.fc£/W*> (Hinnen) (Proc. Natl. Acad. Sci. US 

A., 0 7 5#, 01 9 2 7H, 1 9 7 830 -^U^^AS (J. Bacterid., 01 
5 3#, 01 6 3J|, 1 9 8 330 (z«toT, tfiRfcf^A 
A (Graham) <D#& Nddj;- (Virology) , 052#, 0456M, 19 
7 330 , MMflao^tt, mfcftfv-X (Summers) (Mol. Cell. 

Biol., 03#, 02 1 5 6~02 1 6 5H, 1 9 8 330 £&-oXZti?tlB 
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^^^h^>, Ri?gt4T j >r>, ^atg&ra, mmmmm*>L<&Gmmmm 

^rb>, M^X fix**, *s#G, ni/^^aiair^^^ 

h^iM* *;tv^>x t>^^>u>s *^-v>f^>n) 
55c £\ net iSimt je& d t jb v> n a «t ttf&«$tt&ttfl% 

lg±#E. coli #£U>tgMj£LTLBigfl!k M9t&*(^7- (Mi 

Her) <^ Exp. Mol. Genet, Cold Spring Harbor Laboratory, ^4 3 IK, 1 

Mtl4~4 3°C, ift3 ~ 2 4«HHfr3 
l&±j&*BacillusJSB©»£x !5MM> jf#£L&#e>, «m3 0~4 

0°C, #Jl 6~9 6 BSfflfr? -5 <, 
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t&±jW*S-e»S»^ tmtbX, m«Burkholder*/J*i# (*Xf-T> 
(Bostian) , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, |7 7i, S4 5 0 5K> 19 8 
0^) ^tfe>n> pH&5~8T'&3c:2;#SI;L^o tg#&M?itftJ2 0~3 
5°CT'i^l 4-1 4 4B#lia*T&frft, ^(CtOii^ti^SffoCl^^T'^So 

^^wiia©^, mmtLrm^m5^2 oxwM^Mm^tsM 

EMi&ift (tf'f (Science) % 81 2 2^ 0 1 M> 1 9 5 2*f0 , D 

MEMigifc (/Wo pj;- (Virology), % 8& ^3 9 6Ms 1 9 5 9 *£) , 
RPMI 1 6 4 Oi&Jfc (J. Am. Med. Assoc., mi 9 9^, 15 19S, 19 6 
7 50 , 1 9 9tg*fe (proc. Soc. Exp. Biol. Med., mi 3#, 81 K, 19 5 
030 W^^ut^t^So lgifeOpH{i^j6~8T-feS©* J *f^b<, J* 
iliIfl«l3 0-4 0-Ct^l 5~7 2B5Hfflfif&fc*u jfcgfc <fc 0 

lS±A«g4«Ma©»^ mimj/E^MS^tf Grace's f&Jfe (Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 88 2^, 88 4 0 4K, 1 9 8 5^) mwmf "=>n, -?©p 
Hi±«5-8-e*SOA»*f*U^o Jgililf^2 0~4 0°CT« 1 5~ 1 0 0B$ 

raff «c t>n, !»sc «t t) iia^»atfli*ff 9 c: i: * -e § s 0 

S c t K: J; ») , *®fflUB£ia£ g W^tlWRSl** -5 d t # qj^T'* -So 

d n a *m^x±m<D «t ? £^flMEtfttt&flK u fl^itfc&#&*g§i"f s c e 
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mm. mfttitm, y;i/««x Y^^^mm^ v y ^ a - * u y s h* w 

K) ^n-h'fSDNA (cDNASfeli^yv^DNA) #v?7x®l*l£t4 
jlfe^^tv-f > x^U— r (integrate) £ftTV>£h7 >7s^x - y 7V? 

B7m, m$ 6 1-^4 0 8 Ms 1 9 9 0^£#8S) fcftoTft»-f S 
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m&mz&, mz.&s lEfr?* zm&m (biastcyst) ©a> ^m^Ltcm 1 ®.® 

MM (Embryonic Stem Cell, ES Cell) h h &*©#$6E!8©# U * 

fiift) (:v>f^D^>i?i^>> 3 >tS (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol.77, 
No.12, pp.7380-7384, 1980 ; *Sftft$4, 873, 191^&«) . ^ESIflS 

**--x"^ (^v^*) ^JtiSo ^^T^^^-v^^SIEltv^^fciSEiB 
^•tfS.IiifcJ^'^D F7>^i;ir^?^4fl5o I^^^p (heteroge 
neic) h^>X^x-.j/^v>x|ai±&3Ssie-r5^i:tJ;»5s * i^KOifcfliJfc: 
#£oT> tf^ (homogeneic) h v y ^T^X^f^tlSo 

*> r^xJTT-ltftM) *3-K1-*rt4tt«fiWy v>7T*j l> (TOttfti) $ 

3>m%m^T<mTZZt&T°ZZ> (#H*ftlffg5,464,764^&®, 1^15,487,9 
92^&$g, IrI5,627,059^^ Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol.86, 8932-89 
35, 1989, Nature, Vol.342, 435-438, 1989&if) „ 

7? t&fc&mi&&mft¥%*<DMm&m£n%m£#tzWtnmmfas 
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Sfc^y'^n-^l'ffiflaDig^fcfciU IgG, IgNL IgA, IgD$5U 

<fc"5£Jn;fi£> !^SCJStt7D>f>h7i;a^>h (Freund's Adjuvant) 
nilLid^ »^U<(is v«>^ N ma**-, K *?V 

^an*>h (Freund's Adjuvant) tt%^ #t MffilLii^ Hftft fcttx v 
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Wl^Ml 4B«tl^M4Ill*J5*fT-3^ #£5 B&fc& 

Ul^>a<5W (4W ^-(Nature), !I2 5 6#, fg4 9 5~fg4 9 

7 fix i 9 7 530 av^nfcJpbs^tt^fcfl&oTffacifc^sSo ap^ 

P3/X63-AG8.653 ( 6 5 3 ), P3/NSI/l-Ag4-l (NS- 1) N P3/X63-Ag8.Ul (P 
3U1) , SP2/0-Agl4 (Sp2/(X Sp2) , PAK FO&S ^&BW5147, 5y 

?210RCY3-Ag.2.3., b h fi^fe ^ id- VU-266AR1, GM1500-6TG- 
Al-2, UC729-6, CEM-AGR N DlRll^S^^CEM-TlS^^ffl-rSCh^T'^So 

/wry h*-v&, mzit'vjtuzj b4»T-*g#u itst©Me>n 

(£R I A-^E LIS A^©gf J: -oXMfctZ d £ f£ <fc (? fr& "5 £ 

/wry F-Y^^ty^D-t^ftcniii, /wry K-?£^>e 
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»*tgii!li:LT(i, 09;ttt. Ham' MCD B 1 5 3tg«SV> 

H:fi*;i/^*AMEM**«fOifi*;Ui'«>A«J*SVMCDB 1 0 4i&ife, ME 
MJSKk D-MEMIgti RPMI 1 6 4 0t&«u A S F 1 0 4i§J1&&&t , tfiR 

Ctfrf 3 C fc^fc <fc 0 ft O d i: J^T- § 3o 

t^ftfrtifcot, a^^n-^l/ififlaov-f h^x> (mitogen) 
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l^y^D-^Mftfl;®-^ h^x> (mitogen) -CWSRUfc 
V y^&MMM^OftmtPs ai^Wit#^FERM BP-5708T«M^tl-2>A^y>J H 

*«B^©^y ^D-^;U^t(i N @^ffE#^ FERM BP-5707&tf FE 
thU^Dr^filOlSIIH:, IgG (IgGl, IgG2, IgG3, IgG4) N 

igMx i g.A> i gD^tf i gEf®?^ v*^ rtcj: *)&*mMo>7i ;m 
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81. 6#, HIO^ 1 9 8 8^&tm&¥3-7 3 2 8 0^&$B^£#J®U 
»tfc«»4VlBMS? (H«TOtW*3-F1-*Wi»!l*tifeVDJ*fi 

J:0DNA*»ffl« % ttDNAftji«D«ilMU»* (^ E coRI, Hind 
III*) *HHT*WbU *ft*»CttUT.(«*KO. 7%T7tfD-^^;^ 

»6U ^-*-©«C«ft(tu ^;uft2ia**u 0. 2 5M 

HClfcfcfcl 5«t. 0. 4N©NaOH**fcl 0 4HSKU 

*H«LT2xSSC-C2H«frt-*. 7<**-IH-a«*l,fc* ^f*> 
*(7 5U 3*M) *fr5.^*>*f|*T«fc, tt7-f^-»o. 1XS 
SC/0. l%SDSMfcA^ 6 5-C-C3 0»Hftl«. 3xS 
SC/0. l%SDS^i:gt 0 »6hft7-f^-t7l//wru^*- 

^ 3 >*t ft t An, e 5 *c-e 3 ~ 4 «iMgn. 
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A*U 6 5*C-ei 2B3Hg£KJfc£tf*o JU 7U 94 3 >**7& KtSO 
fcJMifi&s £JKM««J:VI«n M*.&> 2XSSC-0. l°/ 0 SDSii, g 

2 xssc£'j>gj&D;t, &£fu r-^s;*^^*— ftfr-So 

(is Charon 4A. Charon 28, AEMBL3. AEMBL4f) fcffl.fr&fr, & 
7 7 -i;s<>7#-X'*LMW LE392, NM53930 ft»JHE*U 

77 ■J-ftflnRffco W>'A7'f77y-*j8lli!i7 , D-7 (HgJft 
fedF. Ltt (a:) Jiife^) fcffil^T, tfiRfcf-O h>7^ tT^iS (tf*x> 
^(ScienceK mi 9 6^ !g 1 8 0~I1 8 2 ft 1 9 7 7^) (Ctots 7 
7-W7iJ^^-i'3 >&m\ SiE^J^tife VD J ififc-FfeSi^tiV J 

ftfWHU «UHE5»l*ifejeU iWfc-rSTO3»J*iifeVH(VDJ)jte^»S^t± 

*7 r ^-^7 r i^'i'a:>X(Proc. Natl. Acad. Sci. USAk ^7 5%. UN 7 0 9 
~i§4 7 1 31, 1 9 7 8^) ^f,(D3kb©HindIII-BamHI»rM-i: 
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*D->MEP 1 0 (7Di/-f^ y^Xl-^ai-JlTjjTl-tryj 
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA)> mi 8m. if474~ig478 M> 1981 

fre>©6. 8kbOEc oRI$rH-£7*D-7£:UTflH\ b h©-7A*Th 
aron 4A ©H a e III- A 1 u I A^>f 7^ U- (-fe;KCell), 111 5^ $ 
1 1 5 7~Sf£l 1 7 4Mx 1 9 7 8^) thC/cIfi^tft, 
«tt*«#UT^SDNAKtf4|i«r*. Ufcx b h C y 1?H£? fci\ 
0iJx.fcft hlI&jSMllSDNA>£HindIIIT"^3J®Tb^ 73tfD-xm^i 
5. 9 kb<D^> K£A 7 8 8tiAU buIB©^-^;^ 

T^iHirSo 

^©Tflfcfcb hCUHS^fcx jiTOM^St^DNAU^— tffcffl^Tx 0"J 
;L fc£p S V 2 g p t $> 5 ^(i p S V 2 n e o mnftM^ * -tc^&fc&o Tlfi 
^jitfo d©^ v^^VHjtfe^/b hCHstfE^hv^^VLit^/t hCL 

% S'JflS © £ * - 1 SBM -T 5 d t & f § 6 o 

^i^CUffilW7 *f A&Si^ * * - £ > 0iJ x. «P3X63 • Ag8 • 
teinWh%\A± SP210«^ofc, g£&^£g£LTl>fcV>#SiM« 

p-^;i4rtte£&l§<r3o 
*^gB^(c43(tS rt hSt^^D-t^ (CDR-graftedJn#) j (i N Jt£ 
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* * - ft a y * d ft* f S jBTO**0*4ittft«iHWc* 

#*U M&«4in(zmi|^«Mrc A «3 O01H4 | (Complementarity- 
determining residue; CDRU CDR 2, CDR3) *»U SfcqTft** 

©m^c (Framework; FR 1, FR2, FR3 N FR4) £Jgf 0 
kKA^Drij>«ti^ IafG (Ig61> IgQ2> IgG3> Ig(J4K 

SS©MilC O ^ T * tc fi % oyz tt ft t> o 

#3!¥4 - 5 0 6 4 5 8ffiiS«BS6 2-2 9 6 8 9 04?&g«*# 
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D R *Tj!S-r £ b h L «| C D R Wft©£»tt& 3 - H f 5 b h L m&fe?* %M 

L fe^ v H? ^ H $1 C D R ftfc^ tith H$iH£^ TOfc XolzM 
i&$gSt^*-£#AU (^Mi(3^v^xL^CDR3tfe^h^b hLM&£ 

^xHUCDRjte^/b hHaaie^fcv^^LiacDRafi^/b flm 
*<sts±x comma? t m a^d^u K-rsiife^t^^-r-sw a; 

b htaffcli, S^tC^otx Wit a. fcfcb b-f Ay ^D7'J >iie^F 

0iUfcf> b htfi;tt£jl£-tS l^>;*yx-y£T£;Ui N Nature Genetics, 
Vol.7, p. 13-21, 1994 ; Nature Genetics, Vol.15, p. 146-156, 1997;^ 3t¥ 
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5 0 Ms 1 9 9 5^; SRSttigB&BSWO 9 4/2 5 5 8 ; Nature, Vol. 

368, p.856-859, 1994 ; &tm&¥6 - 5 0 0 2 3 3^fi«ft^t:E«©^iSfc 

1997*MS^ ^7 8H73rS8 4M) • 

U HffcftfcfctFUb')* * Fab\ Fab N Fv (variable fragme 
nt of antibody), sFv, dsFv (disulphide stabilised Fv) 
JidAb (single domain antibody) ftZZMtikt 3 (^7^— h • ;t tf— 
• • T7ta-r^ • ;t?>ry(Exp. Opin. Ther. Patents), ^6 
#, Sg5^, !I441~456K, 199630 „ 
ddT*, rF(ab') 2 j £t>* Wj fctt s >fAy^n7U> (*7?D-;ho, 

t#ljit5£> t>s;iiB«4»o2*oHtHiaK:#ffi-rsy^;i/7-f k^©±m 

•eW^ntVL (L«RTtfefiS«) £CL (Ll^ttffllft) frgfeSLIU &tfV 
H (HUrT^^) i:CHrl (H«£#*«+©7l*«) t^5,)5:5Hi77^ 

b'fcV^o *fcIgGWy>T"iIt5i:, t 2*©H«KK: 
#£1" S^*^?-/ Kii@^©TMl?tO»r^nTHul32ocDFab , *»t>^^-Co 

#7 7 7*p<> h £F(ab' ) 2 1 1> -5 o 
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» t e> ft 5 gn&i&B$« & s o 

cciT- r||g¥ttfc§*&2ftf#5*Iftj fctt, ttftflU 

s^ak mmm, ?utm, nmm, m&m. nmu tamm, tmm, 

&MtiMm»*^&*<Dfa<D&laMmtfimfe>tiZ<> *©J;5fttIft0)— 2W± 

zm^zztizji*), ifc&k am. »au mmu mmm. mm. ar-t^au 
hD-jsfij, j'j^>m «*9$k sm&z^&i'uvrm^oBnnmmm 
wzmm.tzztft-eg&o ispfts^tt^igpwfcis: 

4*#J:fc £ t>'^ y It U -ft £#^3; n 5„ 

&*mi±. mm®*®, teak ftmstrntt 
ft5^tt^EH*i^^^w^nsfStt^ (mib* u^r^F^mftftir) © 

SWftiffc.tOSftS^ »fi*l«A-AM$fc»K -(aKco^lOx/g^^lOOOmg (ft 
SWA«10/zg^^500mg) ©«SBT?tt#f Sdfctf-eSSo bfrLft#?K 
tttt*©lfettfc J: ±8Btt4««fc!)<l>ft^«+#ft*£*ft!>> 
*fc±8B®ttH*8*3»4«jF&5ft»£fc*S. 

0#*te0*¥tofct^£ftftSffift+lcO. l/zgtfcft/mljfift~l Omg 

U l®<D&J*tZ$^X 1 kgftfiftfcD> l//g~l 0 Omg©iy£T*> 
L<(i5 0/zg~5 0mgOiiJ^T% 1 Bftfc*) 1 0->HBc®*8:#f 5 d fctftf* 
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xgkmtzzt&xzzo ep*» im&m&te&zk^xmmvfflmmwtL, 
ftmmomfaRvvmizmm&osmx&Zo m&mtisx&m&mmv^^?; 

Jgm&X&ZM^m, MttJ'JrYh-r^, ^f>XU«tliI^M 

m7L\t, ®b h^t^U^ V h-6rX (SLE) CD^Et : ;1/T'$.5(NZB/NZW)F1x' 
(Science, Vol.125, p. 1225-1227, 1994) N ©f-SM»fb^ (MS) £LT© 
^^Tl/;b^-M#SI^ (EAE) (D^7)l (J. Clin. Invest., Vol.95, p.2 
783-2789, 1995) , @W >^ 'J (IDDM) ^;i/T-&SN0D (non-o 

bese diabetes) (J. Exp. Med., Vol.181, p. 1145-1155, 1995) ^ ®Vv 

KM*^*- (Goodpasture) ©B^^fM-J) <t 5 7 <y 
hW&^T^ (Eur. J. Immunol., Vol.24, No.6, p.1249-1254, 1994) , Dth 
<f&M>J£v^x;UT-&SDBA/lx'H7* (Eur. J. Immunol., Vol.26, p.232 
0-2328, 1996) %m^ZZ£&aimx$>2>o 
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fl>H (b) tt rjTT-ltftfrj fcJ; SflBamoftftft^u #0 (c) tt rjn-i 
■ (d) tt fjTT-l^j ^fcfcfc rjTT-2^j &Jn£Ttt£®WM®ttS 

o 

0 2tt. rjn.i^j (CJ; 0t£#£ft£FTL435«&^7 * hrSMU Wig 

»H (b) *^4iD*fc»^OFTI^5MJB©|||JB0tt»ftwU #BI (c) tt 
rjTT-lta^j ^An^.fe^©FTL435«©«0TO^,TNts #B| (d) tt rj 
TT-lttftj *{-^LFA-im^Jp^fc^©FTL435«©«0)K^$^ U 
«B (e) tt rjTT-lfcittj i: ^^tiiiCD18^^a^fe^©FTL435jffllllS©« 
©tt»**U KM (f ) tt rjTT-lfftfcj £^lCftICAM-ltttt£«fct§£0 

nL435Mn®«tt®ttttft*u aoa (g) tt^i*n©tt<*:*jnit«Ev^0« 

ttfl5UW^*©«IB©«*«^U #0 (h) ttPMA*iP^fe®^(3DtS^bU> 
><*»©ttft0tt»**u »B9(i) tt rjTT-lififtj tft*fc«*®flH£fb'j 
WWOHBOWItSU #H <j) tt rjTT-lttfcj fcfcfefcfSLFA-llfttt 
*io^.fc«^of5ttft;'J>^^«<Z)j(BUiacDttJi*^U #0 (k) tt fjn-lffi 
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rjTT.ltaJ^j *^-Tiaif*S« 

B5ti\ SDS-PAGEfcJ;S*ai*ttfc:J:»)jK*fUfe rj T T.lJ^j ©£££&»£& 
06fciu rjTT.ltft<*j ©*#T"«#*n*l»« rjn.imiij £=»-hUk 

#H (a) fcfc r JTT-imj^j >^LT^&l>7U-h^©|fflJia©&£ 
©tt»**U £18 (b) tt^rft©tfc#*jQ*&V*»£© rjTT-l^Mj 
5^ >^tfcru-h^©«BJB©«»©tt*ft^U £H (c) t± rjTT-im^j 
©FabHrtf-*flna.fc«£© r JTT-linJIj £3-5^ >yifc7l/- h-\©«© 
»*©tt»**sU (d) tt r JTT-lfcxftj ©FaMWtf-fcfcfcfc: rjTT-2m 

ftj &iD*fc®^© r JTT-ltaJ^j >yifc7l/ - FaCDWM® 

r Ag(-)j li rjTT-lfctJ^j S^-r-f >yUT^*^ru- htci5^5|g^«B 
IS»*rxU r Ag(+)j tt^rft©!fifl:fcAo*&^«£© rjn-lfitJKj §3-r 
4 i/^Ufe^U- ht:j3^affl*f«BjB«ft^U rAg(+)+JTT.l Fabj r JT T-l 
ififtj ©Fab«f>i-ftinAfc«^© rjTT-llnJlj ftD-^-f >^Lfc:/l/- hfc*i 
ttSffl2MlS8c&^U tfe r Ag( + )+JTT.l Fab+JTT.2j tt rjn-ltfcftj ©FabHft 
tf-fcfcfcfc rjTT-2m^j *im*.fc»£© rjTT-linJIj fca-y- -r >^ Lfcri/ 
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f £cDNAT^gi|E&UfcCOS«T© hJTT-lifiJKj r^y bJTT-2#i 

Bi o& t k 7*; k aw**© rjn.mj^j mmz r-? y tm-m 
mj ©£n&©#*©7^ swmnomm&tt? gn?*3o 

0 1 1 r t hJTT-lta^j „ rt KD28#^j fiV >"t bCTLA-4#^ j ©T 

So 

m 1 2fc£, rt hJTT-im/ij , ft KD28#^j &t>* <"h KTLA-4#^j ©g 

&©&*©r^M?iJ©MJI£^?-0T-;&.So 
Ell 5fct N [ 3 H] f-^s;>aia»3B«t:«tD«Sbfc r t hJTT-lTOj tc*f 

«l*l^© [ 3 H] >©&&#* (dpm) ^^-To 

Ell R*tr^7* htC*ttS*«WTl/;i/^-ttlia#tt« (EAE) 

fKMitt^ Tit Ltcmm&vtcDmjg.** u * fe««iB:E a e »*©&«>©& 
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ftfcttfct MgFcfcflDik£#y^7?-|« (rJTT-l-IgFc) ©»«fc;fef*3*7 A t 
01911 SDS-PAGEt «t S«m«c»t <t 0 8?ftr UfcrJTC-l-I«Fc©«ftifcttfc* 

««i:fcHgFc (hJTT-l-IgFc) t©»^U ^7*^ K©»»fc:43ttS*7 At* 
02 lfcJu SDS-PAGEtJ;S«m*il{3j;^j!i?*fbfchJTT-l-IgFc(D«M*il^^ 

immrn 1 ] * D-^nsttowH 

WTfcil^ K-^©SI»fcJu (Kohler) 

(Blood, ^81#x 101-111^-S^ 1993*^ £#J!Bb&# t>ft\,\ 

Vu-i-)imb(DmWiiM%k*t><Dl5Wi (Handbook of Experimental Immun 
ology, mm, 117.21-117.2M-s; N 1986^) &#flRUatfe.ff"3fc. 

v?7v£0BS (10 7 «/E) , 7Ba, 14BB*5J:tJ ? 28Bii:^"5MIB2ltf*"e 
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nmz£*)^*Z5.^a-^MmPtLl (JCR No.B0113; Res. Disclosure, Vol.21 
7, p.155, 1982, Stocker,J.W.et al. ) tm&£it, ^t&CD^? D-^;i4ftft 

HlffiW 1 T'Mbfc&fl^W 7 'J F-TO^ili^C^^nfe^ J >? d - 
^tt#©&gJiT*& SFTL435«lc*3 iS-r^m*^ -T S d £ £ <fc D >>W 7 

L435« (5xl0 6 cell/ml£0.1nil) &/W^'J h*-v©^#±vi 

tl^tllO^g/ml) £flQ* N 37°CT*ll^^#bfwo ^OflCMW 7'J K-t^d- 
> QTT-lj #tJ^P--> rjTT-2j (c^^TCie^&El iaOT2(w^-fo 

/W7n*-^D-> rjTT-lj «t5ty^D-t;« ( rjn-ltn; 
#j ) fc*> FTL435IBIlia^^<^^-&5^ffl^^oci:3& J fi|^^nfe (ElKbK 
#tfE!2(c)) o fjTT-l^j ii^fct rjn-2trt^j ^in^sciitj: »j x 
TJTT. mfrj Pmiz J: 5FTL435«(D^^ <mM$nZZ£ «IS£ftfc 
(01(d)) o ^<Tft©;W:/M K-T±rf*jp^^vMR^OTi:bfc (E 
l(a)&OT2(a)) „ 

Z<D rjTT-l^j #'J$££5FTL435W©^I#, tt^lft&ift&agMi^H^ 
SST'&SICAM-l (Intercellular adhesion molecule-1) i:LFA-l (Lymphocyte 
function-associated antigen-1) (DfflOBi&l&Miz «£ 5 fc©frgfr£fitSJt" 3£ 
«k rjTT-lfct^j fc&fctfi^ MCAM-mi*:lA29 (10/zg/ml ; IgGl) ZfclZtii? 
v (10/zg/ml ; IgG2a) £flD;tT37 6 CT*lllW§#b&o 

©v>-rn(i«toT*»wj^n^^ofe ( imcm-mm : muc)Rumz(f k 

RW [ftLFA-ltfttt] : 02(d)) 0 
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#«©^*#f£#2n£ (02(i)) o UfrLfctf^ fcttfc 'J >^^«Blia{3 
ttbtfci:, rjTT-ltaftj 3W*HJ:SIBIJ!a«y(l©^<ttH StLFA-lifcfc (02(j)) 
*J:tmiCAM-lJft«: (02(1)) lz£*)Wffl£tifr (fiU «^W**4*«ofc) . 

»jre*svtm©ffi<**jbDjifcv** (®2(g)) 

U >^f^<5»U »UKtt> PMA (Phorbol myristate acetate : LFA-lSrS 

(02(h)) * rm-Wiftj (H2(i)) (c«tSJW«« 

/Wry K-v?p-> rjTT-lj St>* QTT-2J fc*> 1996^10^11 Bf^t 

•cr^a h*w©T7?^*nfeai«^«M'T?»5B*Bi«i«»o<tfm* 

1 Ti 1 #3 ^ffifc© S *Hlfxlj$i^i^iiaii^i:ilSlF 
ifcUfe ( [JTT-1] : SP£3FtE#^FERM BP-5707. [JTT-2] : SI«it#^FERM 
BP-5708) o 

v$*^/*n-*;i4ft#7-r V94 7Uf&y V (Amershamtt^) *JB^fc 

&MMM£.&UrZ rjTT.lJni^j RU rjTT.2*nftj ®B*T5#*0«S71* 
->*»«f"T«B«J^ &«IBIJISt:*f1-S»tn;«:e0SJ©tt*ttBbfeo Si*, 
rjTT-l#Wfcj jWBOirSd-?* r JTT-lffiJCj fc, £fc rjTT-2^j jWR|»1-s 
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SThmmfoObJ Z*-?* h (15075S250g) %Vx.?-)lx--5-MZTm® 

,ug/ml) St510%FCSS^tfRPMI1640igJfe*T*37°CTs 3BH3i£#f S £ ££<fc tK 

FTL435^fflflSx Jl$Bi«St>*tStt'fb U W1^& (&5xl0 5 ffl) £ rjx 

T.liruffcj £tcl* rjn.2^j tRfoZK, &V^FITCI§ll$Jfive;;UgG (Cappe 

mm Bn&z-#tz'&, m&$ntzMm(DMyt%i®.*^izv>7zx.i)-h (epics 

-Elite) 7D-1M M-#-£flHMrif]£b;fco 

mmtv y^wmr-fcs rm.mmj ru rmMmj <Dm^m,&frt>nz> 

^Cftofe, £tc&*<DM%&MI<Z&^T rjTT.ltaJij RXf rjTT.2^j <D% 

w**->&s -m^x^tzo z\(D^mi± rm-mmj rti rm-ziKmj &m 
M*v>^mmmx*<D rjrr.imttj ®§gi$-r£#^ ( rjTT-imiu ) osm 

rtS>->*ffitiitZ>&&}Z. 2»7>^ (Wistar^yK &OT344^yh) 
©UW"^ fl$fli**T U>M^ S S»Bi**BU>/^^^1--5 rjn- 

mfoj (om^mmvtzo 

573rM10jl8&©Wistar-7 y h&OT344^y h (15075S250g) £$/x?SU,x— r 
y*j-^V>h (ConA; 2>ug/ml) &mO%FCS£^tfRPMI1640tgJfc4>-e37«C-C\ 3 
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^Si!«*5«tt) t ConA^P^Smj (OB) t^bfeJ$H«te*T U W*3fSU &l>* 

h (EPICS-Elite) 7D-^ M-*-*fflV>T«J£Ufco 
<S**BI4 t^fo Wistar^ y h&OT344^ y h tblz, MT'J 

m 

rjTT.lifiJSij rjTT.2^jlj ©tettfcJBflf-rs gftT* FTL435,«£flH> 

(1) K*^>fl5qT«ttlBIB*iB^CD«« 

FTL435|fflJS*PBS"eas^bfe^ 100>tzg/ml©NHS- t^-^>ft^tr0.1M^^^^ 
W^SIftffiTlc (pH8.0) fclxl0 7 |flllS/Mlfc:&3J:'5»i»U ga-C40#HKJ6£ 
H*-fe 0 lfflil&£PBST*3tI]ft#Lfc&s RljSftMy77- (UNP-40, lOmMTris-HCl 
(pH7.4K 0.15MNaCl) £5xl0 7 cells/ilfc&3 £-5 fcffiJnU 4°a 30^BBKJ©$ 

( 2 ) SDS-PAGE8¥#r 
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&«f»Ufc rjTT.ltafrj ©JISMSfi&s 2mg/mlt3^5 &*>\z7u=r4 >G~b7y 
n-XK-Xi:fi£U 4X-cl«pHSliS$*t:-Xt:tri<*:**S^*fe. K-X 
U 10/z 10 K - X£*f'b tr^f - >fcFTL435«fi Rli&ftitl£500 a 1«] Us 
4T!T2>#BI»fc**fc. K-X*^TJgfls^»y7T--e3iaft}|>U 50jul©^U* 
(O.OTDS^f^b ';^A';>^^y7T-(pH7.0)) ft in A* 

^>X;KO-afcl.25XNP-40fcN-^»J*^— B (20U/ml) ftflSanU-lftEJ©;**. 

'JT^U;i/T^ Ky;i/*SUMb (SDS-PAGE) fflt^r^^r- (Enprotechft 
Si) S^iliDbttliU PVDFKtulE^bfeo fe¥JK* 3% BSA- 

pbs T*xpy*>y&m\ &v>t^;u***>^--k«s&x b ur hTtr^>i: 

0 5(CljgmftTs'ro rjn.ltftflcj fci»)lKg&£ftSFTL435«±©#-? ( rj 
TT-liftJ^j ) ^jStcT (K5*t T(-)j T'^bfc) T^47kD<JD#^M£WU 
^fejijcT (H5*{c r(+)j f^Ufe) T-^24kD*J e tTO28kD©^MftW UT 

rjn.liftJij lis #M7tTT«6kD, tfeii5cTr^20kD©l*<3DM> KfciRjfe 

^»J3&V^©^JfB^J7(DJiig^ft%^fc-e-S^ x rjTT.lffij ( rjTT-1 
fc«fc»)KS»;*ftS^P) rjTT.2Jftigj ( rjTT-2ffifl:j 

C^»J 6 ] ffifi mi. mm j izftt 5 5 y MISJ^gfflflacD^JSf^MVtCN 
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(1) rjn.l^j 77 j -Tj-X^&cDmW. 

(pH8.2) -e3®&&Ltz 0 10mMi/V *-;H£* U 5 =r4 Y (DMP) £^tf 

h'Ji^y-^?^ (pH8.2) *T-^ST1B#^^ y*!.*-- htZZtlZk!), 

(2) rjTT.mMj 

FTL435tt^lOTO^^RPMI1640m^SfflVxT^»Lfco »£jiili«£<fc 
- (»-4(k 10mMTris-HCl(pH7.4k 0.15MNaCl) £5xl0 7 cells/mn;:&£ £3 t 

aianu 4 <, CT'3o^siit^^«^^bfc 0 f#£>nfcmw«>§<fru rj 

Rl^btl400ml$ rjTT.l^j 77 J J MzmhQLtzo ft^AfcRj 
^bM>y7 7-50ml&tmS20mlTift#U;£&> 0.2M7*»J i/Wi^77- (pH2. 
8) T" TJTT-l^Mj ^^m^-frfeo jgfflbfc rjTT-mjij fClM h 'J * My 7 7- 

KE#l£$fc£U Glu-Leu-Asn-Asp-Leu-Ala-Asn-His-Arg<DT^ J&BMIttfilZ. 
tW%t>frhtzitzo 

(4) mmnzk 



WQ 98/38216 



PCT/JP98/00837 



70 

575Ml(HM»0«>>r h (15075M250g) &i?x^l/x-r;H;tgS 
>>7;^l/-f>r>7t h^^^^;i/^x^;i/ (BCECF-AM; Molecular Probesft 

^pbst'^l^^s mm%<gmmimo®Mtp^ 2xio 7 ceii/mi<Diijg£fc 

96^ELISA7*l/-h^, (2) -eiifcMM rjTT.ltaJEj SlO/zl/wellT* 1 f&u - 
^^>^Lfco 7U- h£PBSTift#Uk£L 3»SA*^fcPBS&200#l/well8MlD 

fflMUMgiMIlB (2xl0 7 cells/ml£0.1ml) (Di^giilM (|H|^Jg) & 
tm&£J;»3Mb*: rjTT.l^j OFabHJrH- (5>ug/inl) , MWC®M»lffiJlfe 
MIS mmm . m UTT.ltfCttj (DFabftrtf- (Btitft) rjn.2m#:j (1 
O^g/ml) ^ADx.n 37°C"e H$f»#l,fco <g^UT VNfc^J|fflI!S£l&£tSfc«>fc:, 
^•>x;i/*10XFCSft^ttRPMI1640^«bCT l®»Ufco &*?*-)\/%.ft&mm. 
TH*Lfco =&'>x;K30.1%NP-40^m00^1$«LT7'l/-h(c^ 

- (Flow Laboratories*^) 538nm (485nmT*fiS*e) ©MT'OD^ 

(06(c)) o *fc*©g?#tt, rjTT.2ia#j fcJ; &£ftfc:|fiS;*ftfc 
(06(d)) o 



WO 98/38216 



PCT/JP98/00837 



71 

CH»7] rjTT.liJiJlj 43-KfScDNA0^n-->^ 

1 . cDNA^f 77 'J-CDftS! 

1 - ( 1 ) ConA«7 y h 'J >^fc*7!p£©poly(A)+RNA©»m 

ConAt?JW»Lfc5 y hflfHEfc* U >^£# (Con A blast) (^lxl0 8 cells/m 
1) &4°CT-5^ (2,000xg) SMU^ &JBLfeJBIJI&&ISOGEN 

nfc±rS(3^ vrn;V-;b£«UT^fiT*10#P^gLfcgL 4°CT10#P^ 
12,000 xg£TSI<toU RNA£fcfcJ82#fc 0 ttRbfcmfcx* y 
TEtt««[fc:^»Ufco f#£>ftfc£RNAfr<D, r mRNA Purification Kitj (Pharmac 
iatt»)*ffl^tpoly(A)+EHA&»S!lUfc. 
1- (2) cDNACHM 

M®:Ltzvoly(h)mk5ibLg*ffimt U ^Tim Saver cDNA Synthesis Kitj 
(PharmaciaM) &flH>TcDNA*£jSbfco * * D -->^CQ»^±lf Sfcto, 
Not lwm®GL*GtZ r oligo dT7-7^v-j (Pharmacia*±£D Sffl^fc. & 
^-eEcoRIfcT^r^-ft-flDU NotIv^b^frl\ *}i-£ft&£Wir -ScDNAfcllfco 
M{cx;l>*7A (Pharmac iaftSO *m^X*M Xftm*'f7ifco 
l-(3) *<9 9 -^(DUHiLfr 

ftbfttz EcoRI £ J: tt'Not I 5fc iffi 5: M t 3 cDNA£ , EcoRI £ J; t>*Not III U * £ 
#-pME18S (Hara.T. and Miyajima.A. EMBOJ., 11, 1875-1884, 1992)(Z^Ufeo 
aU&KJfcfctt TDNA ligation Kitj (SSjfittW) &fflv>fc 0 f»6ftfc£J&£l* 
«ffl(^TE.coli DH5(m#«6tt3S)4Jg«teftUfc« ^Rtift^ttO.D.tt (600n 
id) #0.6£&Si;TJgH£bfc&jfl®U 77 U -S^ifT*^;* ^ KDNA^IajJR 
Lfco KDHA©»Sttfc«±QUIAGEN-Tip (QUIAGENfttg) *mi\tzo 

2. cDNA^ 75 U -<D*£ >J-->^ 
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ZP*) -=.>trmt^->?fe (Seed,B. et al. Proc.Natl.Acad.Sci USA, 8 
4, 3365-3369, 1987) (CipCTffofeo 
2 - ( 1 ) COS|fflia-N©jtfe^#A 

H6nfe7>f/7'J-^xl/^hP^i/->3>S (Potter.H.et al. Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 85, 2288-2292) C«fc DC0S7ifflI8C*XL-fea #A&60B# 
B8J£U ±a»*LPBS-?3[g&#bfco &^T*PBS (0.5mM EDTA) T'M (37U 
30#) \stz&V^VT4 >trmW£.£*)MM*MtfLtzo TLymphprepj 

2- (2) ^->^fc«fcSjtfe^«ai(Wa©l*tt 
f#£>tt;fe£«£PBS (5%FCS, 0.5mM EDTA) ClSlfe, 3fflMM£ r JTT. 

(Hirt.B.J.Mol.Biol. ,26.365-369)1;: J; t> 7*5** FDNA£[a]J&L/ro f#e>ftfc7" 
KDNAfcffl^TE.coli DH10B(GIEBCO BRLttii)^ff^«bfco ff*ffii£8l& 
^ffl^Tluiai-(3)i:(5j^{3 7-^^^ HDNA^tgifS. ISbfcc f#£ftfcDNA£flH> 
t, m IB ( 1 )&tf*< 2 ) £ IB«©$ft £ W. izzmm <0 M Lff o o 
2- (3) stfyy-f 

mB<Q^->?'&, BnfcWkLtcE. coli DH10B£T>t^>V>^iLB plateT- 

y7*& (Maniatis,T.et al. Molecular Cloning;A Larolatory Mnual,Cold Sprin 
g Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York) TZT^XK KDNA^HOiKl/ 
#A£ftfcDNA (4 hDNA) ^j5¥*fLfco 7iJD-^;«KS^ 
^j0.9kbCDcDNA^^fS^o-> (WTs C<D^n->£ rji32A7j i^TS) # 

iiuB3(l)£!3$fc0#&£/^-?\ I"t132A7j £fftfC0S7aflST— 
fco TT132A7j a»A«^ r JTT.ltn;<*:j £tzi± rjTT.2ffiftj t&lfoZ^ & 
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^T?FITC«itMftv<7;UgG (CappelttK) EJfc£tffc&x &£3ftfcffl!J!§©m3fe3il 
&£EPICS-Elite7n— »M M-*- (CoulterftM) £ffl^T«Lfco l"JT 
T.ltfu&j &tf rjTT.2*ft#j tt TT132A7J »fi*g**Si<B«OT^fco IS* 

3 . E&Bj^iavT' =• y »E^j0*^ 

^D-> rxi32A7j ©Jfl£Efl|£* i> : r**i'mz&*) i"Auto Read Sequenci 
ng Kitj (Phannaciattii) t r A.L.F.DNA sequencerj (Pharmacia*!!!*) 
T^Lfco ^ig»ia?iJ#=J-H1-3 l"^ >3/ hJTT.ltrtJPj ©JiJfcrSy'K 

E*J*»fc*flWfV7 h TGENEWORKSj (IntelliGeneticsftSO ^fflV^Td¥*f U 

*D-^>^bfc»fc^fre>«»£ftsr5 7«ebj (2 o or 

?,«ti5) £HU HflfiW-(3)7?^LfeN*iBT^y^E3?!J^P-©T5y 
»B5iJ*^fi>fc. 7 □ - > rxi32A7j #A*MS#s rjiT-ltftfrj t3S < £fc 
t5Cfc*t^b*5kv 7d-> rxi32A7j tt y ^ JTT.lt/UKj 

rjTT.ltrtMj ©JI£T$7KE9J<B--&«i£K:ovvT\ KitetDoolittle©^ 
& (Kite, J. ftDoolittle, R. F. J. Mol. Biol. 157, 105-132, 1982) fcftoT 
/W Kp^>-- 7oy M**r*frofc (09) o *©IS*x rjTT.imilj ttN 

fcs 7«?*fCD)jgm> r JTT.imHj ©*ffll!S*M-r >fc2*Bf©7*/t7¥ 

>tS^S««B^»tt*«U, lf:« M >fc 2 mo** J >*i— V 
U 1 *pjf07Dr^ fc?C U VKflsfiUttft^UTV^C 

£#BJ3£>frhfco;to 09*© r CH0j ttNSMMtteffittftCTU r Pj fct 
'J>8ftM^U rcKIIj tt*Hf>f Kllft^U rpKCj iiT-D^^ 
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immm 8 ] r t b jtt. mmj cdna© ? d - =. > 

1. 

r 7-y hJTT.ltrtl^j K-TScDNA^j0.9kb^iaJOaiU T#D-;Wl/«fi 

*i6(c<J;t)^Ufeo #8IL*:DNA$TJt£ tquiaeX gel extraction kitj (QUIA 
TEN#M) fcflHMTJiilU f#£ft£DNA»r#-£ r Rea dy-To-Go DNA labelling ki 
tj (PharmaciaM) fcffl^T 32 PT-tHiaOfco Z<DmMMmft*7'7 -$t\4 

-? u ^ m j - 3 >m<D 7d - r i: hxm ^ fco 

2. cDNA^:/^ >J-<E>^M 
2 - (1) poly(A)+RNACD^m 

«0>J7-l-(l)^[5jfil^UT> ConAT«L£b b jfcMfi*© V W^J* (C 
on A blast) <Dpoly(A)+RNA£ttm bfco 
2- (2) cDNAcDiSM 

HMUfcpoly(A)+RNA5#g£tlSli:U r oligo dTT^ >f T-j (Pharmacia^ 
m £ r Time Saver cDNA Synthesis Kitj (PhramaciattiD *J8^TcDNA*£ 
mLtzo &<^T\ EcoRIT^-T^-^tftPLfe^ ^/l>5b^A (Pharamaciaft 

2- (3) NO^ii^t>v^v^-^>^ 

?#e>ftfcEcoRI«£W-f 3cDNA£> EcoRI-eMLfc^*- r AZAPIIj (S 
tratagenettiO M*SL£o r DNA ligation Kitj (£®B*t$D 

*m^tzo Ztl* r GIGA PACK II GOLD j (Strategene*±SO Zm^XJ > fc" b d 
(in vitro packaging) UfcgL f#£>ftfc7 T-^lfrPSflHvC, 
E coli XLlBlue MRF' (Strategene*t®0 UTSSffe* 7 

3. cDNA^-f:/^ iJ-<£>*7 U -->7* 

*?U-->yy: TRapid hybridization bufferj (AmershamftiO %Rl^tz 
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r7-^A^7'J^-lf-^3>^ (Maniatis.T.et al. Molecular CloningrA L 
abolatory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New Yo 
rk) iz^Wii-otzo nbtltccMkvJ 7? U - (lxl0 4 M) **55:7l/-rfc:S 

Hlybond-N nylon menbranej (AmershantfllS) Zm^ZUrV j]%ft%lLtzo 
1>7V * £mmnMm8-lT-im{stz 32 P%tfc7n-7*m\ ""Rapid hybrid! 
zation bufferj (AmershaifttO (fcTT^-^/vf -i/a >^ff o 

□ ->£*ffco n ^;], 7*7 -^iJigggL 7-a7;i/ (Stratege 
nett) Cfot^f >hT^*o:de-t>-^^ 3 > (i n vivo Excision) tiU 

7{@©*P->©iggIH?lJ£, y^jr^rS/fcfcJilK r Au to Read Sequencing 
Kitj (Pharmacia*!®!) t r A.L.F.DNA sequencer j (Pharmacia^) %Rl^Z 

^tfco 7M©£D->&i-^Ti^DJg«ia?d£^T-^fco c©?*>*n- 

> r p BSh41j tt % r t hJTT-lJjxMj <D±£*zi- \*LZ^ZZ.t&mm.£tltzo 
ft b JTT-ltrCJl^j ©^m^# (open reading frame; ORF) fcfcfjfefScDNAOjg 

*Efli*K#j#^i£, r t hJTT.iutJij ©flt£±gr ^ jmem^vrnm 

^2> ^fc5'St53'i2J?!I^^tf^iB5fJ^iB?iJ#^3 (ORFfciu J&£#-if 26#S6 
25) tc^-To ^^o->(z^StiS^ia^ij^ r t HJTT-lttlgij 

k-t 5 KJiMwe^asns^yMBfli (199ts 

;®&mtpt>mwL2ti%) a* N r^y rjn.i#u§u o^y'KEflifc^atfcffiEi 
&£^-rc:i:MBj3£>fr-e&5 (Ell0) o m i Ofcjj*snsfcfc»K t 

^n-> r p BSh41j t:J:»)JK5MEttLfeE.coli.DH10B (GIBCO BRLftii) 
1996^103 25BttT-7^* Mfe«©TT?K^*nfeffll»#K«B8Tft«B 

*sa&«mo < i t a i # 3 a *iiifiiftiK4^i?s 
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«BFSWf<C^FS6tfc (SFf£#5 : FEEM BP-5725) 0 

7tft**ff ofcglt r t hJTT-liaJEj » % 9ctzmMl£m^tcft%yn7 
'J>7-/W7 ^ U-fcJBI-St hft*OlBIBJBl^-e** rcD28j £tf «"CT 
LA-4j i:»:0^T-^^^t4^*tTV^cJ:^ffi|^^nfc (Ell 
2) o BUxEbfctiJ>)s r CD28j r CTLA-4j fct, T«©rS^bSTO^J§ 

<D : CD28S^CTLA-4(343tt5 U KtitefMU: UT&S&rn 'J >£S&©&]^ 
•T5iB5!J rpro-Pro-Pro (PPP) j #«#£ftTU£o ® : K ^ -f > 

(3, CD28»VCTLA-4fc*W-S'>^^eaffi«i:U-Ci&3i&iSJ!I fTyr-Xaa-Xaa- 
Met (YxxM) (Xa&&Wx&&M<D7 X ^ $?£jfl!*-f 3o ) #{£#£ftTt>£o 

Mflfc*^Tmfifc«i!l*II"5 r CD28j mi i"ctla-4j fcftaw&HHSfcPI-© 

i. 7u-7(Mm 

nmmiumztu-y r T l32A7j ^$iJ|igg|^EcoRI*J:^NotIT'^tT> 
r^>y hJTT.ltaJij £13- K1* £cDNAi^0.9kb£$J !3 m U T#D -X^US^ 
ifcmizXiOftMLtzo ftMLtzmkmfr* gel extraction kitj (QUIA 

TENttH) Sffl^TttSU f#*>ftfcDNA»Ttf-£ rR ea <Jy-To-Go DNA labelling ki 
tj (PhannaciattM) £ffl^T 32 PT*tI(i8&Lfco ZOmfflMmft*?'?-* >\<{ 
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2 . cDNA^ ■< 7^ "J -(Dftm 
2 - ( 1 ) poly (A)+RNA©^m 

njs0ij7-i-(i)i:^tcuT^ conkX'mM\stc^tzmm&&>) >^%® m 

xl0 6 cells/ml) fr<Dtf)poly (A)+RNA£$ffibfco 
2- (2) cDNA^77>J-®M 

MI3T- ISM Lfc poly (A)+RNA 5mg*$Mt{^ oligo dT 77^7- (Pharmac 
iattSt) riime Saver cDNA Synthesis Kitj (Pharmacia^) £/B^TcD 
NA££f?£U£o ^cDNAtCEcoRiryT-^-^Pbfc^ T.nyti^L (Pharmacia 

2- (3) ^7 7-^^^&^&t>VS>y^-j;>7" 
HuIET-|#6nfcEcoRI^^^1-5cDNA^, EcoRIT*Mbfc^*-lZAPII 
(StratagenetttO IzMffiVtzo MmZimzte r D NA ligation Kitj (£t@3&*± 
®0 £ffl^£o dft£GIGA PACK II GOLD (StratagenettiO fcffll^Tin vitro 
packagingLfcgL f#<=>ftfc7 r-^^^^fflV>T> E coli XLlBlue MRF' (Stra 
tagenefttO ZfeZt UT»&;t7 7-y£^£t-577--7fre>&ScDNA5 

3. cDNA^-T 7? U-07 7 \)--y? 

77 'J-^>7*fci:Rapid hybridization buffer (Amersham*±$0 £fflV^77 
-7;W r'JT^-t?— >a >i£ (Maniatis, T. et al. Molecular Cloning: AL 
abolatory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New 
York) fcft^frofco 

Hffiar-t# <3*ifccDNA7^77 'J- (lxl0 4 f@) £«7x7V-M;:|fifIU Hybo 
nd-N nylon menbrane (Amershamtttf) Sffll^T 1/7* 'J #£f1^l/£o UT'UftS 
raH39-lT'f1^L;e 2 P*gi$7D-7£flH\ Rapid hybridization buffer (A 
mershamttiO tf7?77-^A^ 7*U 7V-tf-:>3>£fTo;fco l&77'J-^> 
7OT2&7 7 »;-->7*£trV\ 5®©*^^ 7- 7D->S#fe 0 &7P 
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-y^syVft-r^-VX^Wk, Stratageneft Instruction Manual«oTin 
vivo Excisiontc#t b> 5 £ o->£plasmid Mht UTEHKUfco 

5mo^u-y<D^iz-D^Xs (dideoxy) i££J;»)x r Auto R 

ead Sequencing Kitj (PharmaciattSO RZf Ta.L.F.DNA sequencerj (Pharma 
ciaftiO *m^Tmm&W%fr%.Lfco m5 ? n-y$(D 4Wi<D>7 u-yltt* 

ltfUIj lis =&^M^^*T^yM^|5H4 (6 0%W±) SfUUfe. 

tv^^jtt-i^j zn-ttzMfc* <D%t&fo±(Dimz. mftjyvj 

1-3.^ (in situ) ;W zry)*rj Hf-^a S8?*/Tbfco 

f#e>ft£ r-^^^jTT-lJjtJlj S=3-K1-ScDNA^ 32 PT^UT^(^oT 
A^^U^-ff-^3>ffl7-D-y^ftMUfco u®7D-7^^ 129 SV 
J v^^/fy ^ .y^DNA^-f^^'J- (STRATAGENEftSO fcX^V-^^U 
rv-^XJTT-ltrtJgj h*-f3:n^y >£^<t? J ^ y?DNA*D-> 

BUaBT-fffe^y ^ y ^DNA^n — >£- h^>* u — i/ 3 *K 
i^^vdUTP (digoxigenin dUTP) T-«U7"D-^^ t Ac<, WMMru-y^ 

(metaphase) ^ y Z£-£tz 0 ft&WU 7 V 9 4 V-i/ b > */ 

tfi&#T*>f h LfcSL DAPIT'&£ J; StfcajLfco 1000^ 
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#&es#©-fe> hOp<T^(c^S^^7-o-^i:t^tHugayy S y^DNA^P 

j|£>ft;fe ( 1 01>->7VI/) £»#f bfc|g&, !i33$V S * *DHA*P- 

©ggg|0 3 3%#|, gp*> N v>>* rcD28j <"CTLA-4j Oitfe^CD^fei*: 

±.<Dtm£m-e»*> y ric3j t#4-rsci^^Hj^^h*ofeo Eitso 

^©^fcH»J8"ef#?>nfc^ N fiP*, rjTT-ltrGJPj £ r CD28j rcTL 
A-4j rjiT-ltruJ^j W rcD28j ^ «"CTLA- 

^>>^g<£ (alternative splicing variant) £n- &CD 
5 ffe© 1 O (DcDNAfc T 13© «fc 9 1 9 P - - > ^ U fc o 
1. 7u-7(Dim 

r^y rJTT.lSUBj K1-£cDNAW0.9kb&«J »> ttJU 7*# D-yWl/*£l 

a»tJ:?)^«Ufc, #8iU /fcDNA»rtf£ tquiaeX gel extraction kitj (QUIA 
TENttM) *ffl^Tm»U ftfcftfcDHAWJt* rR ea dy-To-Go DNA labelling ki 
tj (PharmaciaftSO £/B^T 32 PT*Ii8$bko uffl»W477-^^-f 
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2. cDNA^-f T^'j-GDftli 
2 - ( 1 ) poly (A)+RNA©ttiB 

nMM7-Hl)tm®£\sX, =? y MjaiSI!l«BI«FTL435 (^lxl0 6 cells/ml) 
t» e> <Dpoly( A)+RNA£ fffi ffl t fc 0 
2- (2) cDNA^-f 77U-Off!l 

ituiB^J^KiliSfLAcpoly (A)+RNA 5ng&$&S!fcU oligo dT 7*7^7- (P 
harmacia*tlO Iktl r Time Saver cDNA Synthesis Kitj (PharmaciaftM) 
HTcDNA4£/£Lfc. ScDMAtEcoEir^r^-ftAJ-JpUfe^ *M>ft^A (P 
harmaciatttO SfflHTiM X#H£fr^fco 
2- (3) ^Z$-^V>mrtLHmt**J>T-Vy>f 

HU^IiOcfc9icbT^#6nfeEcoRI«^*•r-ScDNAS^ EcoRITfllLJiUfc^* 
-1ZAPII (StratageneftSi) CJMgbfco atf&Ejfcfctt r DNA ligation Kitj 
(MJfittK) *m^tzo iIft£GIGA PACK II GOLD (Stratagene*±$g) ftfflWC 
in vitro packagingUfcgL Whtitzy t—VI&^^^X, E coli XLlBlue 
MRF' (StratagenefttO ^Ilitltl^M?/-^^^^^-^^?, 

3. cDNA^Y 75 U— £>X£ ij— -y? 

7.^ U-^>y{±Rapid hybridization buffer (Amersham*±S!D ^UT77 
-^A^7W^-i/ 3 >i (Maniatis, T. et al. Molecular Cloning: A L 
abolatory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New 
York) tcftuffofc, 

SfTIBT?»l»bfc"CcDNA^>f 79U- (lxio 4 ®) &**:Tl/-Hc*S, Hybo 
nd-N nylon menbrane (AmershantfitO Sffl^T 1/7* 'J jbSflUKUfco 1U7'J* 
St>*HuiB10-lT-^SIUfe 32 P«rD-y^fflv>, Rapid hybridization buffer 
(AmershamftSSO ^X-T^—fynj -?\) 94 -V—i/a ofc„ l&X^U- 



WO 98/38216 



PCT/JP98/00837 



81 

^P->^^>^;i/7-7-^T*#lH^ Stratageneft Instruction Manual«o 
Tin vivo Excision^ U 2 *7 P — >£plasmid DNAh LTIHl&Lfco 

2M£>*n->©&*K:-^-?\ y5r**5/ (dideoxy) &CJ;i3 r Auto Read 
Sequencing Kitj (PhannaciajtHO &tM.L.F.DNA sequencer (Pharmacia^ 

£7$ y«E*J&E8IM6£iB«'rs. fte>ftfccDNAK*Jfr&8t»£ftS7'$ 
^^iB^J (ffi?iJ#^6) 4, IM7t^D-z>yLfe MTT-lJ/tJiu * 
=J-K , rScDNAiB3ajA»e)»»*nS7'$>'l8E?!l (I2?ij#^4) fctttfcUfc (0 
14) o %(Di&m, Ml 4tiKbWe>frte£5lz, #tttft^*D-->^£ftfccD 
NAfc«fc!3:3-F£ft3 7 , Sy'»E3flJI± N IWJ7t'ff,tlfe ,., JTT.lfcxJIj 
£ p - H -f ScDNAC: «fc>)P-p*£ft37*y ^ia^ij £ Jt^v © C*5SO 3 ooig 
ffitZ7$;8mm (Met-Thr-Ser) #Thr-Ala-Pro«lbUT^M> Etffc© 
^Thr-Ala-ProdM^T $?>(:16 ©IltS?^ y |g| (Leu-Arg-Ala-Leu-G 
ly-Arg-Gly-Glu-His-Ser-Ser-Cys-Gln-Asp-Arg-Asn) &M&iftlX\\& 2 

*P-^>^£ftfccDNAfciu H«W7-C»e>nfc MTT.liftSij <D*-)19 
7 • *r^-f (alternative splicing valiant) £p— Ft 

[H»J 1 1 ] ftft*. r t h JTT-mJlj &SMUB0MSI 
HM0!l8-eiSlf#Ufc7 , 7X^ F^P->pBSh41£, M^EcoRIt?^bUT> 
l"fc MTT-ltn^j ©^fi43-KfScDNA4^tfDHA»rM-*«IUiBtfc« C1C9DN 
A»ftf£x DNA^>f— >3>*y h (^MitttM) ftffllM, HIIC<$JfiBfi**Ec 
oRI-C*MLfc7*5^^ h'pEFneo (Proc.Natl. Acad. Sci. USA, 91, 158-162, 199 
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-T'CHO-KIM (ATCC: CCL-61) ZBWmmLtzo MMZs Geneticin (0.8 mg/ 
ml; GIBCO BSL9H) &mO%* ^BRlbm (fetal calf serum) £^ff 3RPMI16 
MmM'PZ-®2mmi%mTZZt1 l Z& *K GeneticiniK^KteMfla^ilSiJtfco 

[^IJfi60'J 1 2 ] ""t hJTT.ltftJgCj c^Sty ^d-^-;u^©M 
H«J1 lT'SSlfciM r t hJTT-liJi/ij fc^TS^WEMlS^ * 
t^t'fXU jSjfi'b^-Ml (100,000xg) uTn ifflMiS^^tfji^a^^IlI 

at)(3BALB/cv«>^07<y Krtfc&t>r"t££ J; (OB) b 

MflSt^X^iP-vjjWAl (JCR NO.B0113; Res. Disclosure, Vol.217, 
p. 155, 1982) t*5 : lT'ig^U ifi^Ji: U^'Jxf n-;b4000 
(GIBCOM) ^ffl^T«i!i^^-a-Sci:(c«t *n— *A4fW**£>W 7>j 

U>*^"r5HAT^*ASF104^» (flfc©f!i£0 4>T"*g#T£C i: t «fc Off -a 

rt hJTT-i^j %%mirzBmmwLmM£8.jfo£-&tz&, mcmmtii-?*z\ 

gG (Capped) ^SJ6**SifcfcADS!!fi*iifelBIJ!aa)m^§ift*EPICS-ELIT 
ZtKbtoJ^ r*-v®rt©2ttjg (&^D->SA12#tfSG430ffr£) ®# 
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* (1 O e Ml 0 7 fla/0.5ml/ve?;O ICR nii/nuT^* («U 775M8jl 
ft) ©ttKrtfc^JWbfco 107iM2 0B^ v«>^^^TT"TOU 

(SA12&tfSG430) **MiKt,fc. 

3lJi60>J 8 T'M^fe t & 15 , rJTT-ltrii^j «"CD28 j ■?> TCTLA-4j 1*11$ 

T-ltftMj JcttlT 5 ; E^^a-^;^^^^#:SA12^U<(±SG430©V^-rn^-7? 
g/ml) lifefe*©^ ^D~^;i/tft^SA12eL/<(±SG430©^-fn*»-^ (-1 

jug/ml) t U >^^©f£^b(c*ittS^ 1 istri-frtt^-otzttXDmvte; * d- 
^;i/*HftOKT-3 (1/zg/mL tf-V • y-f 7^ y Z • i/^rAXttl) £<D 

7U-b£RPMI1640i£jfcT*ft#bfc&s fc* x;KC!E?£t h^ffiJfll V Wtf* (lx 

io 5 ceiis/weii) %Mz., m^i/m^ftm^tsimimomfk^x 3 Bm%mi 

tzo ^StJte bTPMA (phorbol myristate acetate : 1 ng/ml) fcMLfco 
T> &£x;i/.fc [ 3 H] ?-^> (3.7/zkBq/^x;i/) MiDU^ 3 7°CT-6I$ 
Hi#*b;fco MfclsllK (/\-" U DNArtt3lDa*ilfc [ 3 H] 

^tn<Dm**>i)uz.-k^®m%%ttm£\stzo gmis^i^. 

0KT3 £ (DWmCDWi&lZ t± % / * D -^MftftSAtf £ fc fctSG430© V> tr^fc 
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rjTT-lJnJiU # r CD28j TCTLA-4J tmm<0?*Tj W h U- • 1/9+ 

[^»J 14] SOW»:Pl/;i>*H4»WHIjft (EAE) fcftTS rjTT-2ifcttj 
©#jJ£ 

MiC^fei^l:, 3£¥s CD28/CTLA-4-CD80/CD86©^©S/y^;PiEii^ 

i®t s c: t iz a $ © s B&&tt&A. (fi&M ^ ^^m^s 

hilttx'Jr?Hr7 (SLE) ©^;k @£$BteflMb«fc (MS) (D^mr-ft 

Z9&m7is)\,*-&m#uto (eae) , ©j>z*)>&rff&mmm (iddm) €t 

;K K-M**-*- (Goodpasture) ©H&^JW @b hgttlfiJ^Tf 

#&($© rjTT-lttJ^j # r CD28j rcTLA-4j ©J: -5 ft U >^3»©fStt-fb*S 

Hartley^;u^E>y hffllHDFfl**^*- h (80tag/ml£g*ifclO £«©7D 

fco ii7;^3>^ ;wra9yh (Hit, 6Ml^s 1 5E) ©££©JHfcfc£ 

*-h©tt41i»7!/ h lE*fc»)200iigi:&aJ:^tfT-3fco d©*«f*fPCJ: 
D N ru;i/¥H4lK#ttifc (EAE) £S§#£ So 
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ftfrft* (OB) £V£S&gjaffr&»&3BB> 6Bi> 9Bi# 

<DH»J2T*f^bfe r^>y hJTT-l^cJlj fcft-T * p-*;Hfc# tjtt 
-2m^j (&#S : 2mg/ml PBS, 5mg/kg) ; 
©XxD^T K3J7*l/ K-^/n> : 4mg/ml PBS, lOmg/kg) ; 

© y hJTT-lirCilj t:Si6U*i^WIHtt# : 2mg/ml PBS, 5mg/kg) , 

U371) Jl©l£3g©$&; 

(^373) «&©*>* -r»K RvnAomm i &v 

1 5 ] &$ftff&£*t-f % rjTT-2Jrift:j ©$jJH 
HJI60>J1 4 tmffiOE&KDtc&b^ &f$fc&&m (GBM) HNfc^;^* b£ft 
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Ji7kT*200//g/ml©^(c«Lfc^ 7D-f> Y%>±Ti?3.rty h £ig*0UT& 
* 3 - ( W ister kyoto, ,^j200g, 48E) (Dm'&i&%.f&&mz&*m. 

£*)&®fa&i&m: (gbm) nfttfmmztiZo 

ftfrfcx (OB) MWc^fD&lMlia£3|I|^o5MMtm# 

®mMM2X*imi,tz hJTT-linlij * u-i-ftSKfo r JTT 

-2Jrtftj (tS4» : 3mg/kg (2ml PBS/kg), iMf*)&4) ; 

W&ttmhLxoxruj K^jru h-v'o> (0.5% cmc (tui-x*i/*? 

)\,*)lu-7,) Wzmm) (&#§ : 3mg/kg (5ml/kg) , ; %V 

®m&ttmtLZ<D0.5% CMC (&4M : 5ml/kg, o 
*»M8jSS®«#^ hlzffiM7k (25ml/kg) IE 

fi£«ij£^ stiai^^ h*^ >tp-ii (xmmmm) zm^rmfeL, 5u# 

P^&£D£>^#§fi$M (#tiL:mggfi/5«) $|ffilf; 0 lul3Sm«t>' 
fcm*M£*©ifJ£fciu ft&^ft (OBi) fr<blMMB, 2MfflB, 3111 

1.7£^Lfc 0 *MB#tC]t' , < N rjTT-2^j &-§-gTefciU 

^ffl^ll rjn-l^j (is «tn;il(3«t S^^fttCct U > 

T-mjij * 5 im±*o u # > k ®ttiB&iMfli-f « c £ k «t ») m*(o g a&g&n 

[gJttftl 1 6 ] rjTT-ltfoMj tlgFc ^©Hi^MSO^M 
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mMM8, 1 375M1 5T*^fc«fcd(-> rjTT-linilj fciu r CD28j 

* TCTLA-4J ©.tV^JW^OfSMOWCtoSnXT'fUU'f h U- 

r CTLA-4j ©tttt^K^-f >fct hftft^D^U>IgGl©Fc*«fc* 
(CTLA-4-IgFc) «*®SSMM®tt*tt**#-r* 
£fc#*££ftT^3o *&«0!n?B\ CTLA-4-IgPcfcH«OqT*fl:JTT-lfiaSO 

(1) hJTT-lUxMj £fc HgGl-Fct<Dili£§£ (rJTT-l-IgFc) (DUSK 

r^y hJTT-lirtiij ©<fflJB^!R«*D-l« , rScDNA*PCRtfii<g-rSfc«>fcx 
*«BfcXhoI1fflWf®tt*W-r 55' 75 -f T- (5' -CTGCTCGA6ATGAAGCCCTACTTCTCG-3 
\ IB?Wf 7) S^'BamHI^rattS^-rSS'T-^^T- (5' -ACCCTACGGGTAACG 
GATCCTTCAGCTGGCAA-3\ I2$W§8) £i&3ts Mbfco ffRliUfc 

r^y MTT-l#tfij h--f£cDNA£^D-> rjl32A7j ££§M£LT 

r^y MTT-ltfiMj ©«BJia^a*3-Hf ScDNA*^tfcDNA*l8»tfeo 
ftfcP CRjt^fcXhoI&tMaioHIT-MU 7^D-x^MiU i#J£>lffl 
h*t-ScDNAWrM-il^«iJ^tl5^45ObpfiD-9-^X0/^ KfciNlbko 
W£*lfccDNAirJt£> XhoI&OTamHlT-^OKrUfeT-^^^ KpBluescript II SK 
(+) (StratagenetO >^U£„ @I&MDNA*>-^x>-9— 

(Applied BiosystemsM) Ic J: SlB9H»*f(3«t 0, gEcDHAWfrtt* r**hJTT- 
1 iftJKj (IBW§4) 07^y»#^l75Sl4lje©1H«*=i-K-rSfS« 

(Cell, Vol.61, p. 1303-1313, 1990#{$ o 7^a-byy •■B*7^-*7K 
*;i/CDi/- |«W± (B. Seed) t> tc X »3 f£Si) ^ BamHI&tAbal-e^b-f 5 3 
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(li^BamHI-XbalDNAifM- (i^jl.3kb) hLT^OtHUfeo ZOmKMt, bh 
IgGl©t>S?ffitt* Cyl2> St>'Crl3©^n-Hfi.x^v>^*nSo 

iifiB©<fc-5CLTf^»Ufc hJTT-imiij <Oim^W& 3 - h* 1" SXho 
I-BamHI»rtf\ b HgGl£>Fc ( TigFcj fcB&ffif&) K"tSx?y 
^tfBamHI-XbalBJrJ**, XhoIStJ f XbalT'«J»rLfc7'5^ ^ KpBluescript II SK 
(+) (StratageneM) *lzy-7? D-->^bfco 

&t^T\ g£7*5>;** K*XhoIXtfXbalT?*8flsU bJTT-l#UIU 
ffi«fct MgFci:*>P,^S®fe^-DNA§^tf^l.8kbcDDNAKM- : &«J»)^Ufco d©» 
£DNA$r*t£\ T4 DNAUff-HfftfllVvt* $gSi^ * -pME18S (Medical Immunol 
ogy, Vol.20, No.l, p. 27-32, 1990, RVUmM^ (mm) : rjtfe^x^A> 
P7y*j N ¥±*t, S&101-107M, 1992^) ©XhoiatfXbalfflfltfcifAU 75 
* * KprJTT-l-IgFc*«g3Sbfco 

mmmtpz-y-7?>7)ix.> hiz^mmmLtzmz^mm (atcc crli573) 

7*7^^ h*prJTT-l-IgFcT*^ft&&U ^»$tt£mf§Ufco 
illltt^ «Jfll»ASF1041Si&4»Tf72«?|IB«i|-racifcKJ: DrJTT-l-IgF 

rJTT-l-IgFc&s Protein G SepharoseT? j -^J A (Pharmacia^) & 

irSB»*J;«l*Ja^^*UT»fcjii&±»& % fSi^ttji (binding buff 
er) T'¥MiUfcProtein G SepharoseT? -f =-=7-4 — ±=7 J±lzMZ.fc 0 IfcV^ 
*5A*|g£«ffi*t!ifci*bfc^ itliiii (elution buffer) "T?igffl£ttfc 0 

rJTT-l-IgFc£f#fc„ 

®irJTT-l-IgFc©SDS-PAGE<D^^^El 1 9 tZmt* 
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(2) rthJTT-li^j fct MgGl-Fcfc0lB££a (hJTT-l-IgFc) (DMM 

mmzvxmmLtco kuwlx&s mmtLxit, mmmsx^mLtz fthjT 

T-mmj (D±^n- h*-f ScDNA£^tf£n-> r p BSh41j £fflV\ i-fc 

5' 77 4 bT&5' -TAACTGTTTCTCGAGAACATGAAGTCAGGC-3' (IH^JS^ 9 ) £ x 

3* 7*7 J v-fc UT fct5' -ATCCTATGGGTAACGGATCCTTCAGCTGGC-3' (IS#I« 1 0 ) 

iihJTT-l-IgFc(DSDS-PAGE®^m^E12 1 

nmmixm^Xstz vm-m^\ ©^^-K-f -scdna*. -9 

h ';/?7 ? ^f->7'D-^-^-SW-rS^3S^^^-pCAGGS ( Gene, Vol.108, 
p.193-200, 1991) DNA*®i¥m<b*y h (**7*±M) £ffl^T*IAU 
7*-7^^ KprJTT-lfcfffco b7>Z.i?*=.vt-?0Xttm(DtzV)^ prJTT-l£ 

&B?zmA?ztc&<D%mm*m&k&(Dmv%^^ziz, peamex (5^.^ 

t5C:i:(C £ k^iiiiJgN|3^^feBDF-lx"7^ (lBt> B*x^o:;US/-tt^) £BDF 
-IV.7X (itx B*x*x;i^>-*±S!0 ££&£H*T{t®£Lfco £IB&L BDF-lv 
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DTAMT'fUUfe MTT-lftJij Zn- h'-f 3ii5ieil&3tt«£^£^ 
£JfALfco 

U PCRlCfcDv^x^V Artie r^y MTT-lftJij &{s^##A£ftT^3 
P X m± Zmiif^frV £ Z. £ £ X *) v t> * * 5 o 

(i) 9->f7-4>y'<9*-<Dmm 

flJte0iJ9-5-e*P-->yu#: •"T«i7XJTT-ltn;iij *n- Kf-51H«*dtr 
T>>^yy * y *DNA*d->£ x PstiatraindIII"CTgflsbT^fcPstI-HindIII 
KM" ( r *BIS|DNA(Dj ) 7*7** KpGEM-3 (7u*xm) £1*7**p-->^ 
Ufeo &^T*> pGEM-3£XholT8iJSU zr?7>* KpMCl-neo-polyA (Stratagene 
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fflBFtbXV; ^ ^^DNA^D->^XhoISOTotIT'V^<bbTs ±M© r ^l§|D 
NA®j J:0±^£&gf 5^5.5kbOitfc^ ( r^[gjDNA®j ) £«{i}Lko - 
fis wij&<D «~neo-*g|5jDNA(T)j £*fAL;fepGEM-3£, XhoI&tfHindlll-C^b UT 
rneo-ffi|HIDNA®j MOttibfco ff^tlfe r *g|5jDNA(Dj r neo -^[5lDNA®j 
£s NotISt>*HindIIIT'^JIUfc7 , 7^^ h*pSEAP2-C0NT (^D->^y«) K 

§?.nfc77X^ h* ( r^HDNA©-neo-ffi(5jDNA(Dj #*iPA£ft-a>5) 
NruI£ffl^T r^piDNA®j ©T3SiT"#tfb, H3SLfc&, 7^;U KpMCl-TK (St 
ratageneiO £PvullT-#tfb LTmtz? K V V&fc? ( l"TKj ) ?m 

fSJDNA®j (DTMizWXs itliiSU Z-fT-iyV^W- ( r^|^DNA(i)-neo- 
ffilslDNAO-TKj ^A^tiTlAS) £f#fc„ 

(2) ^-^f^ >^^^~OE S«A©iA 

15^^mrS$^W-rSDMEM^ife^T"^«tfcv>i7^fflEtt#« (ESilljS ; 
embryonic stem cell) (Nature, Vol.362, p. 255-258, 1 993 R ^Nature, Vol.3 
26, p.292-295, 1987) £ h 'J 7^>>T'M UT#-|ffl^i: LfcgL U >MM 
T"3H]&#LT,«t££ 1 x 1 OlI/altllbL IfflM^lml^fcO 
25/zgOiiIB^-^7 1 'f >^^^-^Jpx.x 350V/cm (25#F) O^ftTftM^ 
KaJfrfrfco tf^T\ (10cm) tlxl 0 7 j|aiJ3a©ES|fflflS&Mb 

^tg%4«T-lB^#Ufe^s tmzmWgtik (G418(250,ag/ml)&tf2,£/Mtf)#> 

TT-573flM©^^v^ ^>ififES«^D->^^f#bAco f§?>ftfcESifijia? n- 
>*s Feederifflga*|j^V^fc24^7•l/-^T*6•^^J^tc^g^■r5^i:(cJ;^)> 768M 

© * * t -r v > »t$EsiBK> u r u * t £ . 

(3) ;^7>> hESTOO^^U-->^ 
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S**PCRfcJ:!)lBUfe. 

P CRtcli, ( 1 ) buI3**^ S/VBffiifiiF ( r neoj ) (DMJil£.&"3^X 
IftfK ^Ife^-fT- (5' -CGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGC-3' » Ig^U 

- (5'-CATTCAAGTTTCAGGGAACTAGTCCATGCGTTTC-3\ ffi#J#t 1 2 ) *ffil>fco 

S»fcU Str^-f T-fcffl^TPCR&frofc, PCRtt, 9 4 a C-e3#CD£Ji& 
fcltf-f^K 9 4°CT*lfl\ 6 O'CX 2°CT'3#3 0#<D3o©£ 

Jfcj&»S>&5fiJfc*3 Oitf £tffc:7 2'CT?l 0#CD«£ 1 £;i/fTo 
4°CT-«#U/io COPCR(:J;0^4kbiC77^> 

*®ttfll<. IS®IUfe7 6 8fflfiDES«llflB*n->CD-5^ 3*n->£;fc^TB 

X'f^^SfT^x S&fcjSifc&tfflfcRftUfco ^3^n->C9>yy *>^DNA£f|i| 
HiU> ffllBBI*BanHI-??gfcgL T# d-*^;ut**MMj£*t -^fco ;Mt>f 
d>^<>^7>{3 h7>^7^-bx rv£*JTT-lj ^ y ^DNAH^'JCJ: 

(4) y y £T£ hv^^of^ 
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^fe&ib {Jv>7Tt?Y) £ftfcES$JflS£, C57BL6x''>X ( B*^^-;UX U /t 
-SO Oltai*5EiBtr»fcffE«Jiait:l.K*fcO 1 5ffl-fo^A (v-f^n^ 
5>x*5/a» Ufeo SAil&fc* fttt««lSUT*»e)2.5BB<0fi«ICET^^ 
(S#£ 1/78) flfStftOH-WfeftlSl 0ffl1"^©E4IJe*^tlUfco 

(agouti) £<3Dvi?*£f#fco 

inmm i 9 ] &Mmxj&$&®ii!si 

tntffcj &T>* rjTT-2iS«:j £tffcfd60!l 1 2tlSW; r t MTT-ltfi 

Jij tMtS^^^D-t^ r SA12j <"SG430j (50-150// 
g/m 1 ) «aftfffl«|g* (10ml) CUP* tLfe, 

(i) TTO©tstx<bfc»g£=i*7 i -f ^ jn/>f hu-^^;w*maiB»3i 

I) WS*1<©«3l@#?T*i&3 TCTLA-4j £THB® J; o fcJB&ttfcWTSo 

©V #> LTM&7*d ij >a*CDjiIi^-rSiB^J rpro-Pro-Pro 

(PPP) j ^«MS^M»*K:«#*iiTV>*. 

®^^;i^j»««fcUTi&3ifcEai r Tyr-Xaa-Xaa-Met (YxxM) (Xaa&tfxl± 
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rcD28j »V rcTLA-4j ©ftgfclSK, riC3j T'&So 

(2) iWMft**Ji^-rs*i6&w-rs r cD28j tctlahj 
hbiub® untt* ft «^-r * tia ft s „ 
(Mtx-fb t u >/^wiig^fSMB u > ^jfiiu >^«avw 

(4) rjn-mHj ajfiftfcJu b W^ftWicfctiSg^ * 
fc*©ifSlfcJ\ TffltectStt^fc^S&^ll^lBlliaiP^©® 1 cD^^±;uftS 
ftflfc 5 T »Jfe±©TcR/CD3«£#; ft fltfiRf S CD3£ #f S * J 9 P - t^M* # 

-H- 3 d t (Z J; 13 $ & £ffiliJf%ft8t*-*- £ o 

(5) rjTT-imiij fc<fcT£#iftft> H^ti^;i/^-m#h^ (eae).c 

(6) rjTT-lfct^j fc#"tSin;#ftx ft$tt&£gBg (GBM) H&to^rfrvv Y 
Z.<D&otti®WLtf>t>, *§m<& rjTT-lJaHj SulB r CD28j ^ rcTLA-4j i; 

-f hU— >^\M/) MVK:»i/^;i/K:ilttUT«ttfl:T<BJB«©fiHS 
tot, ^©«t-5^«Blia^®^ft«|J5!!otS*^C!)^U^^K> #1)^7* 
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mm t x *mmx >j h & 5 \ \ u ^7*^ k »rK- * ^ - k f sate* 
$Ltz, Kmmmtt (dna) , *>j^:r?-h\ ^u^t-^kbtM-^^ 
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( 2 ) : mm»w&vi>yi-)v&mibm4tt&im&n&¥ 

( 3 ) fi3## : J1-802PCT 

( 4 ) &m&^ : 

(5) (±}HS : 

(6) m9cM<Dt>t.bte'Dtzmm*\stzm%Rvi]im<om^ 

S*ffl ¥fi89¥ftfMBSi0 6 2 2 9 0^ 

S*B1 ¥$1 0^2H 2 6B^m<D^M (Sa#^Jl-802DPl) 

(7) ®ftB: ¥fifc9*P2E2 7B 
( 8 ) ffi*l®» : 1 2 

iB^J## : 1 
K*J©ft£ : 600 

: mm 

lB^J©«m : cDNA to mRNA 

mm 

£#J& : t b (huian) 

: cds 

: 1 . . 600 

mn : 

ATG AAG TCA 6GC CTC TGG TAT TTC TTT CTC 30 
Met Lys Ser Gly Leu Trp Tyr Phe Phe Leu 
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1 

TTC TGC 
Phe Cys 

GAA ATC 
Glu lie 

TTT ATA 
Phe He 

TTA TGC 
Leu Cys 

TTT AAA 
Phe Lys 

ATA CTC 
He Leu 

AGT GGA 
Sep Gly 

AAA TTC 
Lys Phe 

AGT GTC 



TTG CGC ATT 
Leu Arg lie 
15 

AAT GGT TCT 
Asn Gly Ser 
25 

TTT CAC AAC 
Phe His Asn 
35 

AAA TAT CCT 
Lys Tyr Pro 
45 

ATG CAG TTG 
Met Gin Leu 
55 

TGC GAT CTC 
Cys Asp Leu 
65 

AAC ACA GTG 
Asn Thr Val 
75 

TGC CAT TCT 
Cys His Ser 
85 

TCT TTT TTT 



AAA GTT 
Lys Val 

GCC AAT 
Ala Asn 

GGA GGT 
Gly Gly 

GAC ATT 
Asp He 

CTG AAA 
Leu Lys 

ACT AAG 
Thr Lys 

TCC ATT 
Ser lie 

CAG TTA 
Gin Leu 

CTA TAC 



10 

TTA ACA GGA 
Leu Thr Gly 
20 

TAT GAG ATG 
Tyr Glu Met 
30 

GTA CAA ATT 
Val Gin He 
40 

GTC CAG CAA 
Val Gin Gin 
50 

GGG GGG CAA 
Gly Gly Gin 
60 

ACA AAA GGA 
Thr Lys Gly 
70 

AAG AGT CTG 
Lys Ser Leu 
80 

TCC AAC AAC 
Ser Asn Asn 
90 

AAC TTG GAC 



WO 98/38216 



98 



Ser Val Ser Phe 

CAT TCT CAT GCC 
His Ser His Ala 

CTA TCA ATT TTT 
Leu Ser He Phe 

GTA ACT CTT ACA 
Val Thr Leu Thr 

TAT GAA TCA CAA 
Tyr Glu Ser Gin 

TTC TGG TTA CCC 
Phe Trp Leu Pro 

GTT GTA GTC TGC 
Val Val Val Cys 

ATT TGT TGG CTT 
He Cys Trp Leu 

TCC AGT GTG CAC 
Ser Ser Val His 



Phe Leu Tyr 
95 

AAC TAT TAC 
Asn Tyr Tyr 
105 

GAT CCT CCT 
Asp Pro Pro 
115 

GGA GGA TAT 
Gly Gly Tyr 
125 

CTT TGT TGC 
Leu Cys Cys 
135 

ATA GGA TGT 
He Gly Cys 
145 

ATT TTG GGA 
He Leu Gly 
155 

ACA AAA AAG 
Thr Lys Lys 
165 

GAC CCT AAC 
Asp Pro Asn 
175 



Asn Leu Asp 
100 

TTC TGC AAC 
Phe Cys Asn 
110 

CCT TTT AAA 
Pro Phe Lys 
120 

TTG CAT ATT 
Leu His He 
130 

CAG CTG AAG 
Gin Leu Lys 
140 

GCA GCC TTT 
Ala Ala Phe 
150 

TGC ATA CTT 
Cys He Leu 
160 

AAG TAT TCA 
Lys Tyr Ser 
170 

GGT GAA TAC 
Gly Glu Tyr 
180 
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ATG TTC ATG AGA GCA GTG AAC ACA GCC AAA 
Met Phe Met Arg Ala Val Asn Thr Ala Lys 

185 190 
AAA TCT AGA CTC ACA GAT GTG ACC CTA TAA 
Lys Ser Arg Leu Thr Asp Val Thr Leu 

195 



ibbim : 2 

EfllOfiS : 199 
htf DS/- : jftMtt 

£M : t h (human) 
E5»J : 

Met Lys Ser Gly Leu Trp Tyr Phe Phe Leu 
1 5 10 

Phe Cys Leu Arg He Lys Val Leu Thr Gly 

15 20 
Glu lie Asn Gly Ser Ala Asn Tyr Glu Met 

25 30 
Phe He Phe His Asn Gly Gly Val Gin He 

35 40 
Leu Cys Lys Tyr Pro Asp He Val Gin Gin 

45 50 
Phe Lys Met Gin Leu Leu Lys Gly Gly Gin 
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55 60 
He Leu Cys Asp Leu Thr Lys Thr Lys Gly 
65 70 
Ser Gly Asn Thr Val Ser lie Lys Ser Leu 
75 80 
Lys Phe Cys His Ser Gin Leu Ser Asn Asn 
85 90 
Ser Val Ser Phe Phe Leu Tyr Asn Leu Asp 
95 100 
His Ser His Ala Asn Tyr Tyr Phe Cys Asn 

105 110 
Leu Ser He Phe Asp Pro Pro Pro Phe Lys 

115 120 
Val Thr Leu Thr Gly Gly Tyr Leu His He 

125 130 
Tyr Glu Ser Gin Leu Cys Cys Gin Leu Lys 

135 140 
Phe Trp Leu Pro He Gly Cys Ala Ala Phe 

145 150 
Val Val Val Cys He Leu Gly Cys He Leu 

155 160 
He Cys Trp Leu Thr Lys Lys Lys Tyr Ser 

165 170 
Ser Ser Val His Asp Pro Asn Gly Glu Tyr 

175 180 
Met Phe Met Arg Ala Val Asn Thr Ala Lys 
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185 



190 



Lys Ser Arg Leu Thr Asp Val Thr Leu 
195 

ffi#J#^ : 3 
iB?iJ©ft£ : 2610 

mmom : mm 
bxnv- : mm®; 

Umomm. : ffe©«K (3'&t>V*i!gjISiB?il£^trcDNA) 
: t h (human) 

mmzmtm^ : cds 

#£ftg : 26 . . 625 
: 

GGACTGTTAA CTGTTTCTGG CAAAC 

ATG AAG TCA GGC CTC TGG TAT TTC TTT CTC 

Met Lys Ser Gly Leu Trp Tyr Phe Phe Leu 



5 



10 



TTC TGC TTG CGC ATT AAA GTT 



TTA ACA GGA 



Phe Cys Leu Arg He Lys Val 



Leu Thr Gly 



15 



20 



GAA ATC AAT GGT TCT GCC AAT 



TAT GAG ATG 



Glu He Asn Gly Ser Ala Asn 



Tyr Glu Met 



25 



30 
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TTT ATA TTT CAC 
Phe He Phe His 

TTA TGC AAA TAT 
Leu Cys Lys Tyr 

TTT AAA ATG CAG 
Phe Lys Met Gin 

ATA CTC TGC GAT 
He Leu Cys Asp 

AGT GGA AAC ACA 
Ser Gly Asn Thr 

AAA TTC TGC CAT 
Lys Phe Cys His 

AGT GTC TCT TTT 
Ser Val Ser Phe 

CAT TCT CAT GCC 
His Ser His Ala 

CTA TCA ATT TTT 
Leu Ser He Phe 



AAC GGA GGT 
Asn Gly Gly 
35 

CCT GAC ATT 
Pro Asp He 
45 

TTG CTG AAA 
Leu Leu Lys 
55 

CTC ACT AAG 
Leu Thr Lys 
65 

GTG TCC ATT 
Val Ser lie 
75 

TCT CAG TTA 
Ser Gin Leu 
85 

TTT CTA TAC 
Phe Leu Tyr 
95 

AAC TAT TAC 
Asn Tyr Tyr 
105 

GAT CCT CCT 
Asp Pro Pro 



GTA CAA ATT 
Val Gin He 
40 

GTC CAG CAA 
Val Gin Gin 
50 

GGG GGG CAA 
Gly Gly Gin 
60 

ACA AAA GGA 
Thr Lys Gly 
70 

AAG AGT CTG 
Lys Ser Leu 
80 

TCC AAC AAC 
Ser Asn Asn 
90 

AAC TTG GAC 
Asn Leu Asp 
100 

TTC TGC AAC 
Phe Cys Asn 
110 

CCT TTT AAA 
Pro Phe Lys 
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GTA ACT CTT ACA GGA GGA TAT TTG CAT ATT 415 
Val Thr Leu Thr Gly Gly Tyr Leu His He 

125 130 
TAT GAA TCA CAA CTT TGT TGC CAG CTG AAG 445 
Tyr Glu Ser Gin Leu Cys Cys Gin Leu Lys 

135 140 
TTC TGG TTA CCC ATA GGA TGT GCA GCC TTT 475 
Phe Trp Leu Pro He Gly Cys Ala Ala Phe 

145 150 
GTT GTA GTC TGC ATT TTG GGA TGC ATA CTT 505 
Val Val Val Cys He Leu Gly Cys He Leu 

155 160 
ATT TGT TGG CTT ACA AAA AAG AAG TAT TCA 535 
He Cys Trp Leu Thr Lys Lys Lys Tyr Ser 

165 170 
TCC AGT GTG CAC GAC CCT AAC GGT GAA TAC 565 
Ser Ser Val His Asp Pro Asn Gly Glu Tyr 

175 180 
ATG TTC ATG AGA GCA GTG AAC ACA GCC AAA 595 
Met Phe Met Arg Ala Val Asn Thr Ala Lys 

185 190 
AAA TCT AGA CTC ACA GAT GTG ACC CTA TAA 625 
Lys Ser Arg Leu Thr Asp Val Thr Leu 

195 

TATGGAACTC TGGCACCCAG GCATGAAGCA CGTTGGCCAG TTTTCCTCAA 675 
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CTTGAAGTGC AAGATTCTCT TATTTCCGGG 
ACTACATACA TCTTCTGCTG GTGTTTTGTT 
ATCAGTCAAT GGGGATTTTA ACAGACTGCC 
CAAAACAAAC ACCCTCTTGC AACCAGCTTT 
GTGCTCACTG GGAGTGGAAT CCCTGTCTCC 
ATCAGCCAGT AAAACAAACA CATTTACAAG 
AGGGGTACTG AATCTGCAAA GCAAATGAGC 
CCGCATTTCA CTATCATACT ACCTCTTCTT 
TCTTTTAATC AGTCAAGGGA GATGCTTCAA 
TGAGATGTTG ATGTGAACTG TACATTAGTA 
AATTGCTGAA CCCCAGTTGA CCATTTTACC 
GTGCCCTCAA TTTTCTTTTT AAAAATACTT 
CCAACAGCCA CTCTCAATAG AGAGCTATGT 
GCTCAATAGT TTTATATATC TATGCATACA 
TAAAATTCAT AATGAATATA TTTGCCTATA 
TTGCTCCAGA AAGACATGTT CTTTTCTCAA 
TTTGTTCAAG TTAGTGGTAG GAAACATTGC 
AWWTTATTAT CCTATTTTCT ACCATTATCT 
ATTACAAGTT TAGTTCTTTT TGTAGATCAT 
CATCTTTAAT GGGCCAGCAT TCTCATGGGG 
GCCTGAAAGC TGCAGTTACT ATAGGTTGCT 
CCTCTGGGCT TGACAGGTCA AAATGGTCCC 
CCAGACCTGG GTGGAATTCC AGGGTTGAGA 
CACTAGGTAT TCTTGCTCCC AGAGGCTGAA 
GGTCTACCTG CATTCATAAT TCCAGGATCT 
AGGGCACAAT TCCCTCTCAT AAAAACCACA 
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ACCACGGAGA 


GTCTGACTTA 


725 


CAATCTGGAA 


GAATGACTGT 


775 


TTGGTACTGC 


CGAGTCCTCT 


825 


GGAGAAAGCC 


CAGCTCCTGT 


875 


ACATCTGCTC 


CTAGCAGTGC 


925 


AAAAATGTTT 


TAAAGATGCC 


975 


AGCCAAGGAC 


CAGCATCTGT 


1025 


TCTGTAGGGR 


TGAGAATTCC 


1075 


AGCTGGRGCT 


ATTTTATTTC 


1125 


CATACTCAGT 


ACTCTCCTTC 


1175 


AAGACTTTAG 


ATGCTTTCTT 


1225 


CTACATGACT 


GCTTGACAGC 


1275 


CTTACATTCT 


TTCCTCTGCT 


1325 


TATATACACA 


CATATGTATA 


1375 


TTCTCCCTAC 


AAGAATATTT 


1425 


ATTCAGTTAA 


AATGGTTTAC 


1475 


CCGGAATTGA 


AAGCAAATTT 


1525 


ATGTTTTCAT 


GGTGCTATTA 


1575 


ATTAAAATTG 


CAAACAAAAT 


1625 


TAGAGCAGAA 


TATTCATTTA 


1675 


GTCAGACTAT 


ACCCATGGTG 


1725 


CATCAGCCTG 


GAGCAGCCCT 


1775 


GACTCCCCTG 


AGCCAGAGGC 


1825 


GTCACCCTGG 


GAATCACAGT 


1875 


GTGAAGAGCA 


CATATGTGTC 


1925 


CAGCCTGGAA 


ATTGGCCCTG 


1975 
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GCCCTTCAAG ATAGCCTTCT TTAGAATATG ATTTGGCTAG AAAGATTCTT 2025 
AAATATGTGG AATATGATTA TTCTTAGCTG GAATATTTTC TCTACTTCCT 2075 
GTCTGCATGC CCAAGGCTTC TGAAGCAGCC AATGTCGATG CAACAACATT 2125 
TGTAACTTTA GGTAAACTGG GATTATGTTG TAGTTTAACA TTTTGTAACT 2175 
GTGTGCTTAT AGTTTACAAG TGAGACCCGA TATGTCATTA TGCATACTTA 2225 
TATTATCTTA AGCATGTGTA ATGCTGGATG TGTACAGTAC AGTACWTAAC 2275 
TTGTAATTTG AATCTAGTAT GGTGTTCTGT TTTCAGCTGA CTTGGACAAC 2325 
CTGACTGGCT TTGCACAGGT GTTCCCTGAG TTGTTTGCAG GTTTCTGTGT 2375 
GTGGGGTGGG GTATGGGGAG GAGAACCTTC ATGGTGGCCC ACCTGGCCTG 2425 
GTTGTCCAAG CTGTGCCTCG ACACATCCTC ATCCCAAGCA TGGGACACCT 2475 
CAAGATGAAT AATAATTCAC AAAATTTCTG TGAAATCAAA TCCAGTTTTA 2525 
AGAGGAGCCA CTTATCAAAG AGATTTTAAC AGTAGTAAGA AGGCAAAGAA 2575 
TAAACATTTG ATATTCAGCA ACTGAAAAAA AAAAA 2610 

K*l#^ : 4 
mm<D%£ : 2072 

mmam : mm. 

Y*UV- : jfigM* 
£#J& : ?y h (rat) 

wm***mz : CDS 

#£&g : 35 .. 637 

mm : 
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CTGGAGGGGA AGAGTGCAGC TGTTCCTGGC AGAC 
ATG AAG CCC TAC TTC TCG TGC GTC TTT GTC 
Met Lys Pro Tyr Phe Ser Cys Val Phe Val 
1 5 10 

TTC TGC TTC CTA ATC AAA CTT TTA ACA GGA 
Phe Cys Phe Leu He Lys Leu Leu Thr Gly 

15 20 
GAA CTC AAT GAC TTG GCC AAT CAC AGG ATG 
Glu Leu Asn Asp Leu Ala Asn His Arg Met 

25 30 
TTT TCG TTT CAC GAT GGA GGT GTA CAG ATT 
Phe Ser Phe His Asp Gly Gly Val Gin He 

35 40 
TCT TGT AAC TAC CCT GAG ACT GTC CAG CAG 
Ser Cys Asn Tyr Pro Glu Thr Val Gin Gin 

45 50 
TTA AAA ATG CAG TTG TTC AAA GAC AGA GAA 
Leu Lys Met Gin Leu Phe Lys Asp Arg Glu 

55 60 
GTC CTC TGC GAC CTC ACC AAG ACC AAG GGA 
Val Leu Cys Asp Leu Thr Lys Thr Lys Gly 

65 70 
AGC GGA AAC ACC GTG TCC ATC AAG AAT CCG 
Ser Gly Asn Thr Val Ser lie Lys Asn Pro 

75 80 
ATG TCC TGT CCA TAT CAG CTG TCC AAC AAC 



WO 98/38216 



PCT/JP98/00837 



107 



Met Ser 

AGT GTC 
Ser Val 

AGC TCC 
Ser Ser 

CTG TCG 
Leu Ser 

GAA AAG 
Glu Lys 

ATT TAT 
He Tyr 

AAG CTT 
Lys Leu 

TTT GTG 
Phe Val 

TTT ATC 
Phe He 



Cys Pro Tyr 
85 

TCT TTT TTC 
Ser Phe Phe 
95 

CAG GGC AGC 
Gin Gly Ser 
105 

ATT TTC GAC 
He Phe Asp 
115 

AAC CTT AGT 
Asn Leu Ser 
125 

GAA TCC CAG 
Glu Ser Gin 
135 

TGG TTA CCC 
Trp Leu Pro 
145 

GCA GCG CTC 
Ala Ala Leu 
155 

GTC TGG TTT 
Val Trp Phe 
165 



Gin Leu Ser 

CTA GAC AAC 
Leu Asp Asn 

TAC TTT TTA 
Tyr Phe Leu 

CCA CCC CCT 
Pro Pro Pro 

GGA GGA TAT 
Gly Gly Tyr 

CTT TGT TGC 
Leu Cys Cys 

GTA GGG TGT 
Val Gly Cys 

CTT TTT GGA 
Leu Phe Gly 

GCA AAA AAG 
Ala Lys Lys 



Asn Asn 
90 

GCA GAC 
Ala Asp 

100 
TGC AGC 
Cys Ser 

110 
TTT CAA 
Phe Gin 

120 
TTG CTT 
Leu Leu 

130 
CAG CTG 
Gin Leu 

140 
GCA GCT 
Ala Ala 

150 
TGC ATA 
Cys He 

160 
AAG TAC 
Lys Tyr 

170 



334 



364 



394 



424 



454 



484 



514 



544 
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AGA TCC AGT GTG CAC GAC CCT AAT AGC GAG 



574 



Arg Ser Ser Val His Asp Pro Asn Ser Glu 



175 



180 



TAC ATG TTC ATG GCG GCA GTC AAC ACA AAC 



604 



Tyr Met Phe Met Ala Ala Val Asn Thr Asn 



185 



190 



AAA AAG TCC AGA CTT GCA GGT ATG ACC TCA 



634 



Lys Lys Ser Arg Leu Ala Gly Met Thr Ser 



195 



200 



TAA 



637 



TCTGGAACAC 


GGGAACCCAT 


GGAGGAACTA 


CACTGTCTAG TTCCCCTGAA 687 


ACTTGAATGG 


AGAAAGTCTT 


CTATTTTCTG 


GACCACAGGG CATCTGACTT 737 


GATTAACTAC 


TGATACCTCC 


TTTTGGKGTT 


TTGTTTGTCT GGATCAGTGA 787 


CTATCAGTCA 


CTCGGAATTT 


CAGCAGACTG 


CCCTGGGTTT GCTGAGTCCT 837 


TTTAAGGCAA 


ACCCCTTCTT 


ATAGAAGACC 


CGGCTCATAT GTATTCAACA 887 


AACAGACCTC 


ACTGGGATAC 


AATCCCCTCT 


TTCTGCGCCT GCTTCTAGCT 937 


ATGCACCGGC 


CAGCAAGACA 


AACATATCTC 


CAGCATTTTT ACAAAAATGC 987 


CAGGGTATGA 


ATCTGTAAAG 


TACACAGGCA 


GCCATTGACC ACCGTCTGTC 1037 


CTCGTTTTTT 


CAGATTCTAT 


TTTTTTCCAT 


AGAGATCAGC ATTCCTTCTA 1087 


GAATCAGACA 


GTAGAGGGAG 


ATGCTTCACA 


ACAGAAGCTC TTATGTTTCT 1137 


GAGATGTTGA 


TGAATTCATG 


CTTTAGTACC 


ACCATGTTCT CTAACAACTT 1187 


CTATATTCCA 


GCTGATCACT 


GCTTCAGGGC 


TTAGATGCCT GCTTTTGCCT 1237 


TCAAGTCTCC 


CCTTAAAGAT 


ACTCCCACAG 


GTCTACTTGG TGGCCTGCAG 1287 


CCACTCTGAA 


TAGGAAGTTT 


GGTCTACAAT 


TTCCCCCCTC TGCTGCTCAA 1337 


AAAAAAAAAT 


TAGTAGATAT 


GATTTTCCCA 


TATTCTCCCT GCCAAAGTAA 1387 


TTTTTTCCAG 


CAAAGACATC 


TAAATTCAGT 


TAATATGGTT TACTGTGTTG 1437 
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ATATTAGTGG CAGTAAACAT TTCTCAGAAT CAAAAGCAAA TTAATTTTGC 1487 
GGTGGTGTTT TTCTACCATT ATCTTGGGTT TCCATGGTGC TATTACTCAC 1537 
AAGTTTAGCT ATTTTTTTAT GCATCATATT AAAGTTGCAA GCAAGCAGAG 1587 
CAACCCTCGG TTAATGGGCA AACATTCTCC TGGGGTAGAA TGAATTGTCT 1637 
ATTTAGCCCG AAAACTGCAG TTTCTGTGGG TGGCTGCCAG ACTACAGCCG 1687 
TGCTTTGCTC TGGCTTTGAC AGGTTGAAAT AGYCCCCATG ASCSTGGAAC 1737 
AGWACTCCAG ACTGTGCTGG AGTCCCAAAG TTAGGAGGGC CATGGAGCCT 1787 
GGGACAGGCT GCTGCTTTGG TCTTTAGGAT CTAGGAARAA TTACAGAGGG 1837 
GCCAAGACAG AGTTCCCTCC CCTAGAAACT GTGCAGCCTG GAAGTCAGCC 1887 
CTGGCACTTT AAGATAGCCT TCTTTAGAAC ATGAGTTAGT TGGTAGTATT 1937 
CTGACGTGTA AACAGCCTAT KGTTGCTCGG AGCTGGACCA TTTTCTCCAC 1987 
TTCCCTGTCT GCATGCCTAA GACTTCTAGA GCAGCCAACG TATATGCAAC 2037 
ATTAAAGAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAA 2072 

K8J#^ : 5 
1S?!I£>S£ : 603 

mqvm : mm 

hXnit- : mm®. 
Wmmm : cDNA to mRNA 

mm 

: x'^^ (mouse) 

®m*mtm^ cds 

#£&K : 1 . . 603 

:E 

mm : 
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ATG AAG 
Met Lys 
1 

TTC TGC 
Phe Cys 

GAA ATC 
Glu lie 

TTT TCA 
Phe Ser 

TCT TGT 
Ser Cys 

TTA AAA 
Leu Lys 

GTC CTC 
Val Leu 

AGC GGA 
Ser Gly 

ATG CTC 
Met Leu 



CCG TAC 
Pro Tyr 

TTC CTA 
Phe Leu 

AAT GGC 
Asn Gly 

TTT CAC 
Phe His 

AAA TAC 
Lys Tyr 

ATG CGA 
Met Arg 

TGC GAA 
Cys Glu 

AAT GCG 
Asn Ala 

TGT CTA 
Cys Leu 



TTC TGC CAT 
Phe Cys His 
5 

ATC AGA CTT 
He Arg Leu 
15 

TCG GCC GAT 
Ser Ala Asp 
25 

AAT GGA GGT 
Asn Gly Gly 
35 

CCT GAG ACT 
Pro Glu Thr 
45 

TTG TTC AGA 
Leu Phe Arg 
55 

CTC ACC AAG 
Leu Thr Lys 
65 

GTG TCC ATC 
Val Ser lie 
75 

TAT CAT CTG 
Tyr His Leu 



GTC TTT GTC 
Val Phe Val 
10 

TTA ACA GGA 
Leu Thr Gly 
20 

CAT AGG ATG 
His Arg Met 
30 

GTA CAG ATT 
Val Gin He 
40 

GTC CAG CAG 
Val Gin Gin 
50 

GAG AGA GAA 
Glu Arg Glu 
60 

ACC AAG GGA 
Thr Lys Gly 
70 

AAG AAT CCA 
Lys Asn Pro 
80 

TCA AAC AAC 
Ser Asn Asn 
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85 90 

AGC GTC TCT TTT TTC CTA AAC AAC CCA GAC 
Ser Val Ser Phe Phe Leu Asn Asn Pro Asp 
95 100 
AGC TCC CAG GGA AGC TAT TAC TTC TGC AGC 
Ser Ser Gin Gly Ser Tyr Tyr Phe Cys Ser 

105 110 
CTG TCC ATT TTT GAC CCA CCT CCT TTT CAA 
Leu Ser He Phe Asp Pro Pro Pro Phe Gin 

115 120 
GAA AGG AAC CTT AGT GGA GGA TAT TTG CAT 
Glu Arg Asn Leu Ser Gly Gly Tyr Leu His 

125 130 
ATT TAT GAA TCC CAG CTC TGC TGC CAG CTG 
He Tyr Glu Ser Gin Leu Cys Cys Gin Leu 

135 140 
AAG CTC TGG CTA CCC GTA GGG TTG CCA GCT 
Lys Leu Trp Leu Pro Val Gly Leu Pro Ala 

145 150 
TTC GTT GTG GTA CTC CTT TTT GGA TGC ATA 
Phe Val Val Val Leu Leu Phe Gly Cys He 

155 160 
CTT ATC ATC TGG TTT TCA AAA AAG AAA TAC 
Leu lie He Trp Phe Ser Lys Lys Lys Tyr 

165 170 
GGA TCC AGT GTG CAT GAC CCT AAT AGT GAA 
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Gly Ser Ser Val His Asp Pro Asn Ser Glu 



175 



180 



TAC ATG TTC ATG GCG GCA GTC AAC ACA AAC 



570 



Tyr Met Phe Met Ala Ala Val Asn Thr Asn 



185 



190 



AAA AAG TCT AGA CTT GCA GGT GTG ACC TCA 



600 



Lys Lys Ser Arg Leu Ala Gly Val Thr Ser 



195 



200 



TAA 



603 



ia#l#^§ : 6 
Mn<0 ft £ : 836 

mmnm : mm 

£$J& :7yh (rat) 

«f«**-T8B^ : CDS 
ft&tiLW : 35 .. 685 

: 

CTGGAGGGGA AGAGTGCAGC TGTTCCTGGC AGAC 34 
ATG AAG CCC TAC TTC TCG TGC GTC TTT GTC 64 
Met Lys Pro Tyr Phe Ser Cys Val Phe Val 
1 5 10 
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TTC TGC TTC CTA ATC AAA CTT TTA ACA GGA 
Phe Cys Phe Leu He Lys Leu Leu The Gly 

15 20 
GAA CTC AAT GAC TTG GCC AAT CAC AGG ATG 
Glu Leu Asn Asp Leu Ala Asn His Arg Met 

25 30 
TTT TCG TTT CAC GAT GGA GGT GTA CAG ATT 
Phe Ser Phe His Asp Gly Gly Val Gin He 

35 40 
TCT TGT AAC TAC CCT GAG ACT GTC CAG CAG 
Ser Cys Asn Tyr Pro Glu Thr Val Gin Gin 

45 50 
TTA AAA ATG CAG TTG TTC AAA GAC AGA GAA 
Leu Lys Met Gin Leu Phe Lys Asp Arg Glu 

55 60 
GTC CTC TGC GAC CTC ACC AAG ACC AAG GGA 
Val Leu Cys Asp Leu Thr Lys Thr Lys Gly 

65 70 
AGC GGA AAC ACC GTG TCC ATC AAG AAT CCG 
Ser Gly Asn Thr Val Ser lie Lys Asn Pro 

75 80 
ATG TCC TGT CCA TAT CAG CTG TCC AAC AAC 
Met Ser Cys Pro Tyr Gin Leu Ser Asn Asn 

85 90 
AGT GTC TCT TTT TTC CTA GAC AAC GCA GAC 
Ser Val Ser Phe Phe Leu Asp Asn Ala Asp 
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AGC TCC CAG GGC 
Ser Ser Gin Gly 

CTG TCG ATT TTC 
Leu Ser He Phe 

GAA AAG AAC CTT 
Glu Lys Asn Leu 

ATT TAT GAA TCC 
He Tyr Glu Ser 

AAG CTT TGG TTA 
Lys Leu Trp Leu 

TTT GTG GCA GCG 
Phe Val Ala Ala 

TTT ATC GTC TGG 
Phe He Val Trp 

AGA TCC AGT GTG 
Arg Ser Ser Val 

TAC ATG TTC ATG 



95 
AGC TAC 
Ser Tyr 
105 

GAC CCA 
Asp Pro 
115 

AGT GGA 
Ser Gly 
125 

CAG CTT 
Gin Leu 
135 

CCC GTA 
Pro Val 
145 

CTC CTT 
Leu Leu 
155 

TTT GCA 
Phe Ala 
165 

CAC GAC 
His Asp 
175 

GCG GCA 



TTT TTA 
Phe Leu 

CCC CCT 
Pro Pro 

GGA TAT 
Gly Tyr 

TGT TGC 
Cys Cys 

GGG TGT 

Gly Cys 

TTT GGA 
Phe Gly 

AAA AAG 
Lys Lys 

CCT AAT 
Pro Asn 

GTC AAC 



100 
TGC AGC 
Cys Ser 

110 
TTT CAA 
Phe Gin 

120 
TTG CTT 
Leu Leu 

130 
CAG CTG 
Gin Leu 

140 
GCA GCT 
Ala Ala 

150 
TGC ATA 
Cys lie 

160 
AAG TAC 
Lys Tyr 

170 
AGC GAG 
Ser Glu 

180 
ACA AAC 
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Tyr Met Phe Met Ala Ala Val Asn Thr Asn 



185 



190 



AAA AAG TCC AGA CTT GCA GGT ACA GCA CCC 



634 



Lys Lys Ser Arg Leu Ala Gly Thr Ala Pro 



195 



200 



CTT AGG GCT TTG GGG AGA GGA GAA CAC TCT 



664 



Leu Arg Ala Leu Gly Arg Gly Glu His Ser 



205 



210 



TCA TGT CAA GAC CGG AAT TAA 



685 



Ser Cys Gin Asp Arg Asn 
215 

TTTGTTTATT TCTATTTTAA AAGAAAGACA TTTTTTCCCC TAAAGATAAT 735 

TTTTGTATTT TTATGTGAAA GTCTGAATCT TCATTTTAAC TCGACTTATA 785 

TACTCTGTGG TATATTAAAA ATAATGTTTG TGAAAAAAAA AAAAAAAAAA 835 

A 836 

m?m^ 7 

mm<D&£ : 27 

mwom : mm 

munmm : momm (^dna) 

ftWlZ^.tt^ : primer bind 
#£&S : 1 . . 27 
W«ftfcj£Lfc#iS : E 
MM : 
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CTGCTCGAGA TGAAGCCCTA CTTCTCG 

e*i#9 : 8 

E8l©fi£ : 32 

Efflnm : mm 

wmomrn. : mornm (^dna) 

^^^r^t"IB^- : primer bind 
&mm : 1 . . 32 
»«*tt^Ufc3Sr» : E 
ffi#J : 

ACCCTACGGG TAACGGATCC TTCAGCTGGC AA 
: 9 

EBI©fi£ : 30 
EfllOSi : fflSt 

mm<DMM : fflOttgft (MDNA) 

ft«*£-rffl^ : primer bind 
#£&g : 1 . . 30 

ffi^U : 

TAACTGTTTC TCGAGAACAT GAAGTCAGGC 
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iaai« : 10 
mm®&* : 30 
mmom : mm 

E#I©1I8I : fbCDtttt (^DNA) 

: primer bind 
: 1 . . 30 

IB^J : 

ATCCTATGGG TAACGGATCC TTCAGCTGGC 30 

mvm^ : n 

IB?iJ©g£ : 35 

h*n^- : mm® 

mmamm : fb®tt» (^dna) 

ftWL%&tU^ : primer bind 

: 1 .. 35 
»«**«bfc»tt :E 

mm : 

CGTGATATTG CTGAAGAGCT TGGCGGCGAA TGGGC 35 

mvm^ : 12 

I3?iJ©ft£ : 34 
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mmvmn •. ikomm (^dna) 

: primer bind 
ft&tiLW : 1 . . 34 

iB^U : 

CATTCAAGTT TCAGGGAACT AGTCCATGCG TTTC 
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(a) >Ptz< iLbMmfflmJkWj YV*> (mitogen) T#Mbfcy>^i>l< 

( c ) i«iS^CSM$tt5taft:|±, C D 3 3in;ft 

(d) $fflJja^^t3Phe-Asp-Pro-Pro-Pro-Phe^^t>^nSg|5^^^ J mun*. 

m-tz ; 

( e ) iHaflSF«g^^tc:Tyr-Met-Phe-MetT-^t)^nSgp^T ^ y M^Wf 5o 

t < (ift^n^ ntc r x j mmn & mt % z. t t-rz mmn 1 <ztzm<D 
3 . u se?u#^ 1 tiaieo^aie^j^e^sD n ac^ h y > 

V x > h ^^ttTTA-^ 7Uy-fX-f£DNA£<fci3H-K£ft£c:£ ft^fK^ 
4 . U "S:7f- K BJ8I« 2 ^ ^ ££81 i: 6 0 %fil±0fflPH4 

i^M!t^ii4(Dvx-rn^^iB«cD^y^7-^ k g 

8. ic dnaa 5 , mnm^ii,zm®<Dmmmm*G?zzb%%i®tt.tzm# 
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m 7 ktmamfcTo 

9. icDNA^ ra«3©Wt»9287ia625fcB«0<IUtt»!I, EH** 
4 ®ra»?35a2637lcett®ff*E*U iB^J#^ 5 <Z>fftt*91/*2603&S« 

i i. »*«i otciBttw^^^-^x^nfejBfttesi^o 

1 2. SI«*F§E«FERM BP-572S-C«W*n«SmElfc»o 

1 3. »*ai75S»*«5©V^ii*fclB«©#U^r^K<0|Bia^««fr6 

14. g#yir*|e* BiJW2l:Bim7$>'«SJ!lt*t6tFft 
*©^^^KT*5CtS^t^5l|^l3fcI3«80^U^^KWr^o 

*©# y p-efc * £ M*ftfc*-ft||*fl 1 6 (CIB«©*^ *r-f v-#? 0 

1 8 . mm 1 4 £1318©* .; KffM-Sr L < l*mm 1 7 tcfBigB©** V 

2 0. «^D^y>^ I*G-e**dk*Wflilfcir*ll«J!B19fcB«©ll 
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2 i . igGot>i;m C2 M^>&tfC3 M>f> 

jfecsny^rf-K-efe^cttttrntrsii^aHi 9^m^^2 ion?*!* 

2 3. al^IIl 9 73rMii5}cJl 2 2 ^^ftfrfclfBf&CDi&^tf 'J ^7?- Ktf^X^ 
24. »*JB2 2fci3ttO»^U^7 , ^|«A»y^;i/7-f KISM: J: DIS'&LT 
2 5 . 2 2 (CHBtg©ll^^ U ^7^ Kg L < ttgg$£ 2 4 fctBttOtf^E ^ 

gum. 

2 6. mm#matm#* M&&&mmtitzii±7\s)i*-&mm<Dmm$Ltc&mm 
fo&vwmit® ^ <Dtizzt*&WL£ tzffiMm 2 5 tmrnommmmvao 

2 7. »*JSl75S»#JS5cD^1*nj!pK:ia«©*U^7 , f-KN ll5)<JS13^t 
< fciiit#« 1 4 tCH3«©tf U ^7^ FmftZtz&m* U ^7**- Kfc J: bmtf&ti 

2 8. ^*rtft#> J E7^D-^;Hftfls-pftSii:*4$«fc^5ai*JB2 7fe:8B* 

2 9. i2^j#^2tiBig^n57^y^ie?!j^w-rs^';^7 , ^-h\ st^iii 4 

£fB«©# U^7^ KBrfrSfctt^tf »J^7^ KfrfcttrtSilSt hE&*<2« 

3 0. ifAfciii^s^ii5(Dv>-rn^(ciBieo^';^7^ KSfettK^u^r 
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3 1. ^Ml^MM«5cD^^■rn^(3|BtB^D^ , J^7•^•^*tfc(i^^'J^7■ 
SBRSFfE*^ FERM BP-5708T*f$giJ£*i5/W:/U H-T^tS^/^D-t 

34. It^cJl 2 8 75MH*JS 3 KOV^ti^tHBttfiDty^D-^l/laf*:*^ 

(cm^ii^nr ^ 5 c: -r s h 5 >x ^ x - >y ^ v^^ 0 
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FTL435 ConAjpjafc'J^'^Sfc 
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03 



JTT.l JTT.2 




(log) 
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5/2 2 



MrxlO 3 

97.4 - • 
66.2- 

'45- 

31- 

21.5- 
14.4 

2ME (+) (-) 




! 

I 
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